Effet de différents ratios d’acides linoléique/α-linolénique et de l’entérolactone sur les marqueurs du métabolisme des lipides, d’inflammation et de stress oxydatif dans un modèle in vitro de culture de tissus hépatiques bovins by Fortin, Émilie
  
  
  
EFFET DE DIFFÉRENTS RATIOS D’ACIDES LINOLÉIQUE/α-LINOLÉNIQUE ET DE 
L’ENTÉROLACTONE SUR LES MARQUEURS DU MÉTABOLISME DES LIPIDES, 
D’INFLAMMATION ET DE STRESS OXYDATIF DANS UN MODÈLE IN VITRO DE 
CULTURE DE TISSUS HÉPATIQUES BOVINS 
 
 
 
par 
 
 
 
Émilie Fortin 
 
 
 
mémoire présenté au Département de biologie en vue de  
l’obtention du grade de maître ès sciences (M.Sc.) 
 
 
 
FACULTÉ DES SCIENCES 
UNIVERSITÉ DE SHERBROOKE 
 
 
 
 
Sherbrooke, Québec, Canada, Décembre 2016 
 
  
  
Le 15 décembre 2016 
 
 
le jury a accepté le mémoire de Madame Émilie Fortin 
dans sa version finale. 
 
 
Membres du jury 
 
 
Madame Marie-France Palin 
Directrice de recherche 
Agriculture et Agroalimentaire Canada 
 
 
Professeur Richard Blouin 
Codirecteur de recherche 
Département de biologie 
 
 
Monsieur Jérôme Lapointe 
Évaluateur externe 
Agriculture et Agroalimentaire Canada 
 
 
Professeur François Malouin 
Président-rapporteur 
Département de biologie
 
 
iv 
 
SOMMAIRE 
 
 
 
Chez la vache laitière à haut rendement, la période de transition entourant la parturition est 
généralement accompagnée d’un déficit énergétique, d’un métabolisme des lipides perturbé et 
d’une augmentation de l’inflammation et du stress oxydatif. Afin d’améliorer la balance 
énergétique et de diminuer certains effets négatifs associés à la période de transition, il est 
fréquent que les producteurs administrent des diètes riches en lipides (ex. Mégalac®, riche en 
acide palmitique) aux vaches laitières à haut rendement. Par exemple, l’ajout de lipides saturés 
à la ration améliore la balance énergétique et diminue l’accumulation des triglycérides dans le 
foie. Cependant, plusieurs troubles métaboliques demeurent, tels que l’inflammation et le 
stress oxydatif, pouvant être observés entre autres au niveau du foie. Comme alternative aux 
lipides saturés, l’ajout d’acides gras polyinsaturés (AGPIs) pourrait contribuer à améliorer la 
balance énergétique tout en diminuant certains effets négatifs associés à la période de 
transition. Toutefois, les AGPIs sont sujets aux phénomènes de peroxydation ce qui pourrait 
augmenter le stress oxydatif chez l’animal. Pour limiter ces dommages oxydatifs, l’utilisation 
de la graine de lin entière, riche en acides gras oméga-3 (n-3) et en lignans (antioxydants), en 
supplément alimentaire apparaît comme une avenue prometteuse. Des travaux antérieurs 
rapportent qu’une supplémentation en différents dérivés de la graine de lin (ex. AGPIs, 
lignans) module l’expression de certains gènes impliqués dans la réponse au stress oxydatif et 
le métabolisme des lipides dans la glande mammaire de la vache laitière. Cependant, il 
n’existe aucune étude rapportant l’effet de divers composés de la graine de lin sur le 
métabolisme lipidique et certains marqueurs de stress oxydatif dans le foie de la vache laitière.  
 
 
 
Ce projet de recherche a été réalisé afin de déterminer les effets de différents ratios d’acides 
linoléique (LA)/acide alpha-linolénique (ALA) (n-6/n-3, AGPI) en présence ou non 
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d’entérolactone (ENL, lignan mammalien) sur (1) l’expression hépatique de gènes liés au 
métabolisme des lipides, au processus inflammatoire et au stress oxydatif, (2) les dommages 
aux lipides et aux protéines et (3) l’activité de l’enzyme superoxyde dismutase (SOD) dans le 
foie de la vache laitière en début de lactation. Un modèle in vitro de culture de tissu hépatique 
en tranches  minces a été utilisé puisqu’il permet de préserver les interactions cellules-matrice 
et entre les cellules. Les gènes sélectionnés ont été choisis en se référant à diverses études 
antérieures et incluent certains gènes différentiellement exprimés dans le foie et la glande 
mammaire de la vache laitière en période de transition. Des régulateurs de la transcription (ex. 
MLXIPL et SREBF1), de même que leurs gènes cibles ont été priorisés. Les tissus issus de 
biopsies hépatiques de vaches Holstein en début de lactation  ont été mis en culture et soumis 
à huit traitements composés de différents ratios d’AGPIs n-6/n-3, d’ENL et d’une 
combinaison des deux. Suite à ces traitements, les niveaux d’ARNm des gènes sélectionnés 
ont été mesurés par PCR quantitatif (RT-qPCR). Les dommages aux lipides ont été mesurés 
par l’essai des « thiobarbituric acid reactive substances » (TBARS) et les dommages aux 
protéines par une analyse des protéines carbonyles. Finalement, un essai enzymatique a été 
effectué pour mesurer l’activité de la SOD, une enzyme jouant un rôle dans le système de 
défense contre les radicaux libres. 
 
 
 
Les résultats de cette étude démontrent que l’ajout d’AGPIs (LA et ALA) dans le milieu de 
culture augmente l’expression de certains gènes liés au stress oxydatif (NQO1, PRDX3, 
PTGS2 et SOD1) et diminue l’expression de plusieurs gènes liés à l’activité lipogénique 
(ACACA, FASN, SCD et SREBF1). L’addition d’ENL dans le milieu de culture augmente 
l’abondance de l’ARNm des gènes cibles de MLXIPL, soit FASN et SCD, deux gènes 
impliqués dans l’activité lipogénique. Cette régulation à la hausse suggère qu’une 
supplémentation en tourteau ou en farine de lin (riche an lignans) en début de lactation 
pourrait avoir des effets non désirés et augmenter le risque de stéatose hépatique. Les analyses 
de peroxydation des lipides ont révélés une augmentation des dommages aux lipides en 
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présence des AGPIs et un retour aux valeurs du traitement contrôle lorsque l’ENL est ajouté 
aux AGPIs. Une augmentation similaire est observée pour l’activité de la SOD avec l’ajout 
des AGPIs au milieu de culture, ainsi qu’un retour aux valeurs contrôle lorsque l’ENL est 
ajouté aux AGPIs. Ces résultats suggèrent qu’une supplémentation en graines de lin entières 
serait bénéfique en début de lactation puisque les AGPIs pourraient diminuer l’activité 
lipogénique au niveau du foie, alors que les lignans présents naturellement dans l’écorce de la 
graine de lin, pourraient réduire le stress oxydatif et les dommages aux lipides provoqués par 
des niveaux élevés en AGPIs.  
 
 
 
Mots-clés  : Acides gras polyinsaturés, culture de tissus, entérolactone, foie, inflammation, 
stress oxydatif, vache laitière.   
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CHAPITRE 1 
 
INTRODUCTION GÉNÉRALE 
 
 
 
1.1. L’industrie laitière au Canada 
 
 
 
Le lait et les produits laitiers dérivés sont des sources essentielles d’alimentation pour la 
majorité de la population mondiale, fournissant des protéines, des vitamines et des minéraux 
essentiels. Au Canada, le secteur laitier constitue l’une des plus importantes filières agricoles, 
totalisant 6,09 milliards de dollars en recettes nettes en 2014. Selon les recettes monétaires 
agricoles, l’industrie laitière se classe au troisième rang canadien après les secteurs des grains 
et oléagineux et de la viande rouge. Comptabilisant plus de 1,4 million de bovins laitiers, 
l’industrie laitière canadienne procure environ 22 700 emplois dans le secteur manufacturier et 
plus de 22 000 emplois sur les fermes (Agriculture et Agroalimentaire Canada, 2014). Cette 
industrie est reconnue pour la qualité génétique supérieure de son bétail, de même que pour 
ses programmes élaborés d’amélioration et d’évaluation génétique des troupeaux laitiers. Bien 
que le nombre de fermes laitières soit en diminution dans toutes les provinces canadiennes, la 
production de lait est demeurée stable et a même connue une légère croissance depuis 2002 
(Jacques et al., 2011). Cette augmentation est en partie due à une croissance du rendement 
laitier des vaches, particulièrement en ce qui concerne la race Holstein qui représente environ 
93% de la population des vaches laitières au Canada (Romain, 2001). L'augmentation de la 
production laitière est le résultat d’une sélection génétique intense au fil des années, ainsi qu’à 
une amélioration des connaissances en matière de nutrition et de gestion des troupeaux 
(Ingvartsen, 2006). Pour les agriculteurs, une production laitière élevée est essentielle et doit 
être accompagnée d’un faible taux de maladies chez leur bétail. Ils doivent aussi tenir compte 
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de la sécurité alimentaire et des aspects éthiques, qui sont des préoccupations majeures pour 
les consommateurs d’aujourd’hui. Malheureusement, les problèmes de santé et de 
reproduction chez les vaches laitières à haut rendement sont une source importante de pertes 
économiques et demeurent un enjeu d’actualité.   
 
 
 
1.2. La période de transition chez la vache laitière   
 
 
 
À la fin de la gestation et au début de la lactation, les vaches laitières à haut rendement 
subissent des changements métaboliques et physiologiques importants (Sundrum, 2015). Cette 
période de transition périnatale débute trois semaines avant le vêlage et s’étend jusqu’à  la 
troisième semaine post-vêlage (Grummer, 1995). Il s’agit d’une période critique pour le 
maintien de la santé de l’animal, sa productivité et sa rentabilité, car un déficit métabolique 
rend les vaches plus susceptibles au développement de problèmes de santé tels que la 
mammite, métrite, cétose, rétention placentaire, fièvre du lait et plusieurs autres (Trevisi et al., 
2012). La stéatose hépatique est également une conséquence courante des troubles 
métaboliques observés pendant cette  période de transition. Le développement du foie gras est 
causé par une période d’accroissement du catabolisme des lipides, entraînant ainsi une 
augmentation de l'absorption et du dépôt des acides gras non estérifiés (AGNEs) dans le foie 
(Bobe et al., 2004). Un contenu élevé en triglycérides (TG) affecte les fonctions hépatiques et 
peut entraîner le développement de nombreux troubles métaboliques. Tel que mentionné par 
Bell (1995), ce sont les limitations nutritionnelles observées au cours de cette période qui 
nuisent à la capacité de la vache à atteindre une production maximale de lait tout en subvenant 
aux besoins énergétiques liés à la gestation et à la lactation. Le déficit énergétique observé en 
période de transition coïncide fréquemment avec un dysfonctionnement de la réponse 
immunitaire, une réponse inflammatoire aigüe et des conditions de stress oxydatif. Ces 
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troubles sont également étroitement associés aux infections et maladies survenant au cours de 
cette période, de même qu’à l’augmentation de l’utilisation d’antibiotiques (Leblanc, 2010; 
Mulligan et Doherty, 2008). D’un point de vue économique, l’apparition de troubles de santé 
entourant la parturition se traduit par une diminution de la production laitière, une 
augmentation des frais vétérinaires et la perte de lait pendant les traitements (Drackley, 1999). 
 
 
 
Pour toutes ses raisons, il devient important de développer des traitements préventifs, naturels 
et sans antibiotiques afin d’améliorer la santé et le bien-être des vaches laitières à haut 
rendement pendant cette période critique de transition où le métabolisme énergétique est en 
déficit et où la majorité des problèmes de santé surviennent. 
 
 
 
1.2.1. Le métabolisme des lipides 
 
 
 
Les grands changements métaboliques survenant pendant la période de transition chez la 
vache laitière concernent en grande partie le métabolisme des lipides (Fig. 1). De façon 
générale, l’énergie nécessaire en début de lactation n’est pas comblée par l’alimentation, ce 
qui résulte en une mobilisation des réserves lipidiques et entraîne ainsi la libération des 
AGNEs dans la circulation sanguine. En effet, Contreras et al. (2010) ont démontré que la 
concentration plasmique des AGNEs chez la vache laitière augmente continuellement pour 
atteindre un maximum au jour 7 post-vêlage. Les AGNEs sont par la suite absorbés au niveau 
du foie pour être oxydés et former des corps cétoniques. Alternativement, ils peuvent être 
estérifiés afin de former des TG et être exportés sous forme de lipoprotéines de très basse 
densité (VLDL) vers la glande mammaire (Hocquette et Bauchart, 1999). Cependant, 
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lorsqu’une trop grande concentration d’AGNEs est observée dans le sang, il s’ensuit une 
accumulation de TG dans le foie et un dysfonctionnement des fonctions hépatiques 
(Bernabucci et al., 2009; Grummer, 1995). Des études antérieures rapportent que non 
seulement la concentration totale des lipides augmente dans le plasma pendant la période de 
transition, mais également que le profil des acides gras change (Contreras et al., 2010; 
Douglas et al., 2007). L’étude de Contreras et al. (2010) a rapporté une augmentation de la 
proportion d’acide palmitique au niveau du plasma de la vache laitière en début de  lactation et 
également une augmentation de la proportion des phospholipides au niveau des leucocytes. Au 
contraire, une diminution de la proportion des AGPIs à longues chaînes est observée dans les 
leucocytes pendant la période de transition (Contreras et al., 2010). Ce débalancement affecte 
plusieurs fonctions métaboliques chez l’animal et le dysfonctionnement hépatique est en partie 
associé à l’augmentation du risque de développer différents troubles de santé chez la vache 
laitière en période de transition (Dechow et al., 2004). De plus, il y aurait un lien entre 
l’inflammation observée chez la vache laitière en période de transition et l’accumulation de 
lipides au niveau du foie. En effet, la relation entre le taux sanguin du facteur de nécrose 
tumorale alpha (TNF-α), une cytokine pro-inflammatoire, et l’incidence des stéatoses 
hépatiques chez la vache laitière en période de lactation a été démontrée par plusieurs études. 
Par exemple, des niveaux circulants plus élevés de TNF-α ont été observés chez des vaches 
laitières souffrant de stéatose hépatique (Ohtsuka et al., 2001). De plus, Bradford et al. (2009) 
ont démontré, en injectant de manière sous-cutanée un vecteur d'expression recombinant 
codant pour la forme sécrétée de TNF-α bovin, que l’inflammation induit le développement de 
foie gras chez la vache laitière. L’étude de Bradford et al. (2009) démontre également que le 
facteur TNF-α provoque une résistance à l’insuline et rend les vaches en fin de gestation plus 
sujettes à l’accumulation des TG au niveau du foie. Somme toute, rétablir l’homéostasie du 
métabolisme des lipides est au premier plan dans le développement de stratégies alimentaires 
visant à améliorer la balance énergétique des vaches laitières en période de transition afin de 
prévenir plusieurs troubles de santé tout en améliorant le rendement laitier. 
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Fig. 1. Relations entre le métabolisme des lipides  dans le tissu adipeux, le foie et la glande 
mammaire chez la vache laitière en période de transition. En période de transition, lorsque 
l’animal est en balance énergétique négative, la mobilisation des lipides provenant des tissus 
adipeux libère des AGNEs dans la circulation sanguine, lesquels sont ensuite absorbés par le 
foie. Les AGNEs peuvent se retrouver au niveau des mitochondries pour y être oxydés et 
ensuite libérer des corps cétoniques. Les AGNEs peuvent aussi être estérifiés en TG. Lorsqu’il 
y a une trop grande concentration d’AGNEs et que le taux d’exportation des VLDL vers la 
glande mammaire est faible, il en résulte un dépôt de TG dans le foie. VLDL : Lipoprotéines 
de très faible densité; TG : Triglycérides; AGNE : Acide gras non estérifié. Figure inspirée de 
Drackley (1999).  
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1.2.1.1. Gènes associés au métabolisme des lipides 
 
 
 
Comme mentionné précédemment, le métabolisme des lipides subit des changements 
importants durant la période de transition. Ces changements s’accompagnent d’une 
modulation d’expression de plusieurs gènes au niveau de la glande mammaire et du foie, dont 
certains facteurs de transcription. Par exemple, le gène « peroxisome proliferator-activated 
receptor alpha » (PPARA) code pour un facteur de transcription qui agit tel un régulateur du 
métabolisme des lipides au niveau du foie. Le gène PPARA est activé dans des conditions de 
privation d'énergie et il régule la synthèse des acides gras, la néoglucogenèse, la cétogenèse et 
l'assemblage des lipoprotéines (Loor et al., 2005; Rakhsanhandehroo et al., 2010). Le facteur 
de transcription PPARA joue donc un rôle central dans les adaptations métaboliques observées 
suite à une carence énergétique en début de lactation. Chez la vache laitière, lorsque la balance 
énergétique est négative et qu’il y a une augmentation de la concentration des AGNEs dans la 
circulation sanguine, PPARA est activé au niveau du foie (Loor et al., 2007). À l’opposé, un 
surplus d’énergie pendant la gestation est associée à une diminution de l’expression hépatique 
du gène PPARA (Janovick-Guretzky et al., 2007).  
 
 
 
Le gène PPARA régule plusieurs autres gènes dont le gène « cluster of differentiation 36 » 
(CD36), impliqué dans le transport des acides gras. Akbar et al. (2013) ont démontré que 
l’expression génique de CD36 est diminuée dans le foie de la vache laitière pendant la période 
de transition en réponse à une diète supplémentée en huile de poisson (riche en AGPIs), 
comparativement à une diète contrôle. Ces résultats suggèrent que les AGPIs pourraient 
moduler le transport intracellulaire des acides gras à longues chaînes au niveau du foie de la 
vache laitière. Parmi les gènes cibles de PPARA, on retrouve aussi la « prostaglandin-
endoperoxide synthase 2» (PTGS2) qui est impliquée dans la synthèse des prostaglandines et 
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dont l’expression génique augmente en présence d’AGPIs dans les cellules stromales utérines, 
chez la vache laitière (Hallé et al., 2015). 
 
 
 
La lipogenèse est la voie métabolique permettant la synthèse des acides gras et, au niveau du 
foie, la synthèse des lipides est principalement coordonnée par deux facteurs de transcription, 
soit « MLX interacting protein-like » (MLXIPL) et « sterol regulatory element binding 
transcription factor 1 » (SREBF1/SREBP-1c) (Dentin et al., 2005). L’expression génique 
de MLXIPL, aussi connu sous le nom de « carbohydrate response element binding protein » 
(ChREBP), est modulée par le glucose. Contrairement à MLXIPL, le gène SREBF1 est plutôt 
activé par l’insuline (Shimomura et al., 1999). Plusieurs études suggèrent un lien entre le 
développement des stéatoses hépatiques et le facteur de transcription SREBF1. Par exemple, il 
a été démontré qu’une surexpression du gène SREBF1 chez des souris transgéniques augmente 
la susceptibilité des animaux à développer une stéatose hépatique (Shimano et al., 1997). De 
plus, une étude sur des hépatocytes bovins en culture a démontré que lorsque l’expression 
génique de SREBF1 est diminuée, la concentration des TG et des VLDL est également 
diminuée (Deng et al., 2014). L’activité et l’expression de SREBF1 sont modulées par 
différents acides gras. Par exemple, Xu et al. (1999) ont observé une diminution de 50% à 
85% de l’abondance de la protéine SREBF1 dans le foie de rats nourris avec des diètes riches 
en AGPIs, plus précisément avec de l’huile de poisson (riche en n-3) et de l’huile de carthame 
(riche en n-6). Plusieurs gènes codant pour des enzymes lipogéniques comme « fatty acid 
synthase » (FASN), « acetyl-CoA carboxylase alpha » (ACACA) et « stearoyl-CoA desaturase 
» (SCD) sont modulés par les AGPIs (Akbar et al., 2013; Bernard et al., 2013; Palin et al., 
2014). Chez les bovins, le gène FASN est présent dans plusieurs tissus mais se retrouve 
principalement dans les tissus adipeux (Roy et al., 2005). Son rôle est de catalyser la 
conversion de l'acétyl-CoA et du malonyl-CoA en acides gras à longue chaîne, en présence de 
NADPH. Pour sa part, le gène ACACA code pour une protéine impliquée dans la biosynthèse 
du malonyl-CoA à partir de l’acétyl-CoA, ce qui est une étape limitante de la synthèse des 
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acides gras (Brownsey et Denton, 1987). Le gène SCD code pour une enzyme impliquée dans 
la synthèse de novo des acides gras monoinsaturés à partir d'acides gras saturés, plus 
précisément, il s’agit de l’enzyme qui catalyse la réaction limitante de la synthèse d’acide 
oléique (cis-9 C18:1) et palmitoléique (cis-9 C16:1) (Ntambi, 2004). Chez les souris, une 
diminution de l’expression des gènes FASN, ACACA et SCD est généralement accompagnée 
par une baisse de la concentration des TG hépatiques, une diminution de l’obésité et une 
diminution de l’incidence de foie gras (Iizuka et al., 2006). Palin et al. (2014) ont observé une 
augmentation de l’expression génique de SREBF1, FASN, SCD et ACACA au niveau de la 
glande mammaire chez les vaches laitières recevant une supplémentation de tourteau de lin 
(riche en antioxydants) comparativement aux vaches n’ayant eu aucune supplémentation.  
 
 
 
En résumé, plusieurs études ont démontré les effets des AGPIs sur l’expression des gènes 
hépatiques liés au métabolisme des lipides. Une supplémentation alimentaire en AGPIs, 
augmente l’expression génique de PPARA et diminue l’expression des gènes MLXIPL et 
SREBF1 (Fig. 2) (Jump, 2008). Par conséquent, une supplémentation alimentaire riche en 
AGPIs influence la composition lipidique du foie et des VLDL exportés vers la glande 
mammaire. Il serait donc possible de moduler l’expression des gènes impliqués dans le 
métabolisme des lipides au niveau du foie par le biais de suppléments alimentaires riches en 
AGPIs afin de prévenir les troubles métaboliques survenant pendant la période de transition 
chez les vaches laitières à haut rendement.  
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Fig. 2. Effet des acides gras polyinsaturés alimentaires sur la transcription des gènes 
hépatiques impliqués dans le  métabolisme des lipides. Les acides gras polyinsaturés 
(AGPIs) alimentaires régulent trois facteurs de transcriptions impliqués dans le métabolisme 
hépatique des glucides et des lipides. Les AGPIs activent (+) le gène « peroxisome 
proliferator-activated receptor alpha » (PPARA) et diminuent (-) l'expression de « MLX 
interacting protein-like »  (MLXIPL) et du gène « sterol regulatory element binding 
transcription factor 1 » (SREBF1). VLDL : Lipoprotéines de très faible densité. Figure 
inspirée de Jump (2008).   
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1.2.2. Les phénomènes d’inflammation 
 
 
 
Plusieurs évènements font en sorte que les vaches laitières à haut rendement sont exposées à 
un phénomène d’inflammation aigüe pendant la période de transition. Pour n’en nommer que 
quelques-uns, le stress métabolique, les infections bactériennes et les traumatismes (Drackley 
et al., 2005). L’inflammation est généralement induite par la libération en grande quantité de 
médiateurs pro-inflammatoires tels que les cytokines, lesquelles attirent d’autres cellules 
immunitaires (Grimble, 1990; Medzhitov, 2008). Au niveau du foie, les cytokines pro-
inflammatoires entraînent la production de protéines de phase aiguë (PPA). Parmi ces PPA, on 
retrouve entre autres, l’amyloïde A sérique (SAA) et l’haptoglobine (HP). Ces PPA entrent en 
compétition avec la synthèse de protéines hépatiques essentielles telles que les albumines et 
globulines (Bertoni et al., 2008; Ceciliani et al., 2012). Ces événements résultent en un 
phénomène inflammatoire qui peut venir altérer les fonctions hépatiques. Les PPA peuvent 
être utilisées comme marqueurs biologiques de l’inflammation chez plusieurs espèces , dont les 
bovins (Eckersall et Bell, 2010). Par exemple, la concentration physiologique de la protéine 
HP dans la circulation sanguine doit être sous la barre des 20 g/mL pour que les bovins soient 
considérés cliniquement en santé (Skinner, 2001). D’autres marqueurs peuvent être utilisés 
afin de déterminer le niveau d’inflammation et le statut métabolique des vaches laitières en 
période de transition; par exemple, les cytokines pro-inflammatoires interleukines 1β, 6 et 8 
(IL-1β; IL-6; IL-8) et le TNF-α (Chen et al., 2015; Oviedo-Boyso et al., 2007). Le TNF-α est 
produit par les macrophages, les neutrophiles et les cellules épithéliales et il s’agit d’une 
cytokine majeure produite lors du premier stade d’infection d’une mammite bovine (Oviedo-
Boyso et al., 2007; Waller et al., 2003).    
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Récemment, Minuti et al. (2015) ont étudié des marqueurs de la réponse à l’inflammation 
(HP, céruloplasmine, albumine et paraoxonase) pendant la période de transition chez la vache 
laitière. Leur étude a démontré que la période entourant la parturition a un effet important sur 
l’inflammation, particulièrement sur la protéine HP, au niveau du plasma, laquelle subit une 
augmentation importante de sa concentration au jour 10 de lactation comparativement aux 
autres jours de la période de transition. Ces résultats concordent avec plusieurs études où des 
changements dans les concentrations métaboliques des cytokines pro-inflammatoires ont été 
observés pendant la période de transition (Bertoni et Trevisi, 2013; Bertoni et al., 2008). En 
plus d’être dommageable pour les tissus, l’inflammation peut altérer la production laitière, 
diminuer la prise alimentaire et affecter le taux de fertilité chez la vache laitière (Bertoni et al., 
2008; Lucy, 2001).   
 
 
 
En perspective, il serait intéressant de prévenir et de réduire l’inflammation induite pendant la 
période de transition puisque des vaches laitières en bonne santé et ayant une réponse 
immunitaire adéquate produiront une grande quantité de lait. De plus, puisque la nutrition est 
directement impliquée dans les phénomènes inflammatoires et que certains nutriments comme 
les AGPIs n-3 et les antioxydants peuvent modifier l’expression de gènes pro-inflammatoires, 
plusieurs équipes de recherche se tournent actuellement vers ces suppléments alimentaires. 
Outre la vaccination, les méthodes de régie et d’hygiène, l’utilisation d’antibiotiques et de pré 
et probiotiques, l’administration de suppléments alimentaires permettant de contrôler 
l’inflammation serait une méthode additionnelle et naturelle pour prévenir les troubles de santé 
pendant la période critique de transition chez la vache laitière à haut rendement.  
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1.2.2.1. Gènes associés aux phénomènes d’inflammation 
 
 
 
La protéine sérum amyloïde A3 (SAA3) est une PPA synthétisée par le foie lors d’une phase 
aigüe d’inflammation. Cette protéine joue plusieurs rôles, notamment dans le transport du 
cholestérol vers le foie pour la sécrétion dans la bile, le recrutement de cellules immunitaires 
aux sites d’inflammation et l’activation d’enzymes dégradant la matrice extracellulaire 
(Ceciliani et al., 2012). Chez les bovins, l’expression du gène SAA3 au niveau du foie est à son 
maximum au moment de la parturition, ce qui suggère que la période de transition coïncide 
avec une phase aigüe d’inflammation (Saremi et al., 2013). L’HP est une autre PPA dont la 
production est induite en période de réponse inflammatoire aigüe et dont la concentration 
plasmique augmente drastiquement au moment du vêlage (Bertoni et Trevisi, 2013). La 
protéine HP est également considérée comme étant une adipokine chez les bovins (Saremi et 
al., 2012). L’étude de Gessner et al. (2013) a rapporté une augmentation de l’expression de 
plusieurs gènes liés à une réponse inflammatoire, dont SAA3 et HP, au niveau du foie de la 
vache laitière, et ce, une semaine suivant le vêlage, par rapport aux autres stades de lactation. 
De plus, l’étude de Chen et al. (2015) montre que l’expression génique de SAA et de HP est en 
augmentation à partir de la fin de la gestion jusqu’au début de la lactation chez la vache 
laitière. Selon ces résultats, l’expression des gènes SAA3 et HP serait un bon indice du niveau 
d’inflammation présent chez l’animal. Dans l’étude d’Ibeagha-Awemu et al. (2016), effectuée 
sur des vaches laitières Holstein en milieu de lactation, l’abondance de l’ARNm du gène SAA3 
est diminuée de façon significative dans la glande mammaire suite à une supplémentation de 
5% en huile de lin pendant 7 jours, comparativement à la période contrôle (jour -14) où les 
vaches n’ont pas reçue d’huile de lin. Ces résultats démontrent que l’inflammation peut être 
modulée par le biais de l’alimentation chez la vache laitière, mais certains mécanismes 
d’action demeurent incompris.   
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1.2.3. Stress oxydatif et dommages cellulaires 
 
 
 
L’oxydation et la production de radicaux libres font partie de tous les métabolismes aérobies. 
Les radicaux libres sont les sous-produits de la respiration résultant majoritairement de la 
chaîne de transport des électrons (Valko et al., 2007). Les radicaux libres ont, au minimum, un 
électron libre pouvant participer à des réactions d'oxydation et de réduction (Halliwell et 
Gutteridge, 2015). Plusieurs dérivés réactifs de l’oxygène peuvent causer des dommages 
substantiels aux tissus, ciblant principalement les lipides, les protéines, l’ADN et autres 
macromolécules (Sordillo et Aitken, 2009). Le stress oxydatif joue un rôle majeur dans 
plusieurs pathologies observées chez les animaux de la ferme (Lykkesfeldt et Svendsen, 2007) 
et il peut être particulièrement insidieux car difficilement quantifiable (Celi, 2011). Le stress 
oxydatif est principalement dû à un débalancement entre les composantes oxydantes et 
réductrices (antioxydantes) présentes dans un organisme (Sordillo et Aitken, 2009; Abuelo et 
al., 2013).  
 
 
 
Chez la vache laitière, plusieurs études récentes ont rapporté des conditions de stress oxydatif 
durant la période entourant la parturition (Bernabucci et al., 2009; Bernabucci et al., 2005; 
Castillo et al., 2005; Gaál et al., 2006). Cette période serait en effet associée à une 
augmentation simultanée des besoins énergétiques, entraînant une hausse importante des 
dérivés réactifs de l’oxygène produits lors de la respiration cellulaire (Knegsel, 2014). Le 
stress oxydatif est donc étroitement lié à l’équilibre énergétique de l’organisme en entier 
(Bernabucci et al., 2005). Au niveau cellulaire, les dommages oxydatifs peuvent entraîner la 
modification de diverses macromolécules et la mort cellulaire par apoptose ou nécrose, alors 
que des lésions structurelles peuvent être observées au niveau tissulaire (Lykkesfeldt et 
Svendsen, 2007). Puisque les dérivés réactifs de l’oxygène peuvent nuire à certaines fonctions 
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physiologiques telles que la production de lait, une supplémentation en antioxydant, 
administrée aux vaches laitières à haut rendement en période de transition, pourrait s’avérer 
bénéfique (Celi, 2011). Même si leur efficacité reste encore à être démontrer, les antioxydants 
représentent une alternative intéressante à l’utilisation des antibiotiques puisque le lien entre 
certaines pathologies de la vache laitière et les stress oxydatif a déjà été reporté (Lykkesfeldt 
et Svendsen, 2007).  
 
 
 
 1.2.3.1. Gènes associés au stress oxydatif 
 
 
 
Le foie possède différents mécanismes le protégeant contre les effets négatifs des espèces 
réactives de l’oxygène. La détoxification est entre autres régulée par le facteur de transcription 
« nuclear factor erythroid-derived 2-like 2 » (NFE2L2/NrF2). Ce dernier régule la 
transcription de plusieurs gènes antioxydants et détoxifiants dans le but de réduire les 
dommages oxydatifs. L’activation de NFE2L2 ne fait pas que protéger les tissus contre les 
dommages oxydatifs et cytotoxiques, il supprime également différents signaux pro-
inflammatoires et neutralise les espèces réactives de l’oxygène présentes lors de conditions 
inflammatoires (Baird et Dinkova-Kostova, 2011). Les gènes « microsomal glutathione S-
transferase 3 » (MGST3), peroxirédoxine 3 et 4 (PRDX3 et PRDX4), superoxide 
dismutase 1(SOD1), NAD(P)H déshydrogénase quinone 1 (NQO1) et « Glutathione 
Peroxidase 4 » (GPX4) sont tous des gènes régulés par NFE2L2 (Gessner et al., 2013; Muller 
et al., 2010) et leur expression est modulée durant la période de transition chez la vache 
laitière  (Gessner et al., 2013). Le gène MGST3 code pour une protéine microsomale ayant des 
fonctions antioxydantes (Jakobsson et al., 1997). Gessner et al. (2013) ont démontré que 
l’expression génique de MGST3 dans le foie de vaches laitières atteignait son maximum une 
semaine post-vêlage, suggérant ainsi un pic de stress oxydatif causé par la parturition et une 
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demande énergétique grandissante. Chez les bovins, il existe différents transcrits d’enzymes 
antioxydantes faisant partie de la famille des peroxyrédoxines (Leyens et al., 2003). Le gène 
PRDX4 est exprimé surtout au niveau des testicules chez les bovins et le gène PRDX3 est 
majoritairement présent au niveau des glandes surrénales (Leyens et al., 2003). Il a été 
démontré qu’une surexpression du gène PRDX4 chez des souris pourrait protéger le foie 
contre les dommages causés par un stress oxydatif (ex. stéatose hépatique) lors de troubles 
métaboliques (Nabeshima et al., 2013 ; Nawata et al., 2016). Les SOD1 et SOD2 sont 
responsables de la neutralisation des radicaux libres et dans l’étude de Cortes et al. (2012), 
l’abondance des ARNm de SOD1 est supérieure au niveau de la glande mammaire chez les 
vaches ayant été supplémentées avec 10% de tourteau de lin (riche en antioxydant) 
comparativement aux vaches contrôles n’ayant reçue aucun supplément alimentaire. Dans 
cette même étude, l’expression de SOD2 est au contraire à la baisse au niveau de la glande 
mammaire chez les vaches supplémentées avec 10% de tourteau de lin comparativement aux 
vaches nourries avec une ration normale. Cortes et al. (2012) suggèrent que l’effet contraire 
observé sur l’expression de SOD1 et SOD2 serait dû au fait qu’il y a absence d’une séquence 
consensus reconnue par NFE2L2 dans la région promotrice de SOD2 mais que cette séquence 
consensus est présente chez SOD1 (Miao et St Clair, 2009). Comme plusieurs gènes régulés 
par NFE2L2, l’expression de SOD1 au niveau hépatique est en augmentation continue de 3 
semaines avant le vêlage jusqu’à 1 semaine post-partum, pour ensuite diminuer pendant le 
reste de la période de lactation (Gessner et al., 2013). Le gène NQO1 code pour une enzyme 
qui réduit les quinones en hydroquinones et qui protège contre la production de radicaux 
libres. Chez les rats, l’activité hépatique de la NQO1 augmente avec l’âge (Bello et al., 2005). 
De plus, l’étude de van Beelen et al. (2006) a rapporté une augmentation de l’activité de la 
NQO1 au niveau d’une lignée cellulaire chez la souris (EpRE) en présence d’AGPIs n-3. Chez 
les mammifères, 8 isoenzymes de la glutathione peroxydase (GPX) ont été identifiés et malgré 
que leur expression soit ubiquitaire, les niveaux d’expression de chacun varient selon le tissu 
analysé (Brigelius-Flohé et Maiorino, 2013). La GPX4, présente au niveau du cytosol, du 
noyau et des membranes mitochondriales, joue un rôle dans la protection des cellules contre 
les dommages oxydatifs (Trachootham et al., 2008; Ran et al., 2004). L’expression relative du 
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gène GPX4 diminue graduellement au niveau de la glande mammaire chez les vaches laitières 
à l’approche du vêlage et augmente par la suite en début de lactation (Aitken et al., 2009).  
 
 
 
Les résultats présentés plus haut démontrent que le stress oxydatif affecte la vache laitière de 
façon importante et ce, principalement en début de lactation. Cependant, il existe peu 
d’informations sur la modulation des gènes hépatiques suite à un stress oxydatif chez la vache 
laitière en période de transition. Une meilleure compréhension de la régulation du stress 
oxydatif et de l’effet que peuvent avoir les antioxydants alimentaires sur les tissus hépatiques 
permettrait le développement d’une stratégie alimentaire adaptée à l’augmentation des besoins 
en oxygène et des besoins métaboliques étant associés à une hausse des dommages oxydatifs.  
 
 
 
1.3. L’alimentation des vaches laitières en période de transition 
 
 
 
L’alimentation des vaches laitières est un vrai défi pour les producteurs laitiers qui veulent 
réduire les coûts d’entretiens des animaux tout en ayant une production laitière maximale et 
une faible incidence de maladies (Drackley, 1999). Les différents régimes alimentaires utilisés 
pour la vache sont établis selon le stade de gestation et de lactation. De plus, les programmes 
d'alimentation sont souvent individualisés afin de grouper les vaches selon leur état de chair et 
la proximité du vêlage. Un bon équilibre énergétique est nécessaire afin de prévenir 
d’éventuels troubles métaboliques et, des transitions alimentaires lentes sont recommandées 
pour permettre aux bactéries du rumen de s'adapter (Roche et al., 2013). Dans un premier 
temps, les vaches sont taries pour une période pouvant aller jusqu'à 6 semaines avant le 
vêlage. Entre deux et trois semaines avant le vêlage, l’alimentation est plus riche en grain 
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(orge, avoine, maïs) afin d’améliorer l'appétit. Après le vêlage, une supplémentation riche en 
protéines et en énergie est souvent apportée pour obtenir une plus grande production laitière. 
De façon générale, le régime alimentaire de la vache laitière est composé de fourrage pauvre 
en acides gras. Cependant, environ 60% des acides gras présents dans les plantes fourragères 
(trèfle, luzerne) sont des acides alpha-linoléniques C18:3 (ALA, n-3). Les autres composants 
importants de l’alimentation des vaches laitières sont les céréales (blé, avoine, orge, maïs) qui 
eux sont riches en n-6, plus  particulièrement en LA (Chilliard et al., 2001). Autrefois, lorsque 
les vaches laitières étaient au pâturage, leur alimentation était davantage constituée de 
fourrage, donc plus riche en n-3. Depuis la modernisation de la gestion des troupeaux, les 
vaches laitières sont nourries avec une plus grande quantité de céréales, donc plus riche en n-
6. Nous sommes donc maintenant aux prises avec un débalancement important du ratio n-6/n-
3 qui est plus élevé qu’auparavant et qui pourrait jouer un rôle dans les troubles métaboliques 
observés en période de transition (Dewhurst et al., 2003). 
 
 
 
Actuellement, il est fréquent que les producteurs laitiers ajoutent des sources naturelles de 
lipides dans la diète des vaches laitières à haut rendement afin de répondre à une plus grande 
demande énergétique pendant la période de transition. Par exemple, le Megalac®, riche en 
acides gras saturés, aide à combler la balance énergétique négative survenant pendant la 
période de transition. Cependant, il peut aussi  réduire l’ingestion d’aliments, diminuer la 
production de lait, augmenter les niveaux d’AGNEs dans la circulation sanguine et augmenter 
la quantité de lipides totaux au niveau du foie (Chilliard, 1993; Petit et al., 2007). De plus, 
Petit et Twagiramungu (2006) ont démontré que les vaches nourries avec le Megalac® avaient 
un taux de mortalité embryonnaire supérieur de 15% comparativement aux vaches recevant un 
supplément de graines de lin entières.   
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Depuis quelques années, plusieurs stratégies alimentaires sont évaluées afin d’accroître le 
rendement laitier des vaches et améliorer la composition nutritive du lait par le biais, par 
exemple, de l’ajout des AGPIs n-3 dans l’alimentation. Bell et al., (2006) ont démontré que 
l’ajout d’huile de lin dans l’alimentation de la vache laitière augmente les concentrations des 
AGPIs n-3 dans le lait. Il a également été démontré par Petit (2002) qu’un supplément 
alimentaire composé de 10%  graines de lin entières, donné aux vaches laitières en début de 
lactation, réduit le ratio des acides gras n-6/n-3 et augmente le pourcentage de protéines dans 
le lait, comparativement aux vaches recevant une diète riche en acides gras saturés 
(Megalac®) ou en AGPIs n-6 (soya). Certaines études ont rapporté qu’une alimentation riche 
en AGPIs n-3, donnée pendant la période de transition, augmente la prise alimentaire après le 
vêlage et la production de lait tout en améliorant la balance énergétique (Petit et al., 2004; 
Zachut et al., 2010). Cependant, même si ces régimes sont prometteurs, les AGPIs n-3 et 
certains de leurs métabolites favorisent la production d’espèces réactives de l’oxygène par les 
mitochondries, ce qui peut induire un stress oxydatif intracellulaire (Schönfeld et Wojtczak, 
2007). Pour limiter les dommages oxydatifs que peut entraîner une diète riche en AGPIs, 
l’ajout d’antioxydants naturels dans les rations apparaît comme une avenue intéressante, 
permettant de profiter des avantages des AGPIs n-3 afin de maintenir la balance énergétique 
tout en limitant les dommages oxydatifs. 
 
 
 
1.4. La graine de lin et ses dérivés  
 
 
 
Bien que la graine de lin soit incluse dans l'alimentation de l’humain depuis des milliers 
d'années, ce n’est que récemment que ses propriétés fonctionnelles ont été caractérisées. Le lin 
est une plante annuelle appartenant au genre Linum et à la famille Linaceae (Linum 
usitatissimum L.). Les plus grands producteurs de lin sont le Canada, l’Argentine, les États-
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Unis, la Chine, l’Inde et l’Europe (Alander, 2007). La graine de lin est riche en plusieurs 
nutriments et micronutriments tels que les AGPIs, protéines, polysaccharides, vitamines, 
minéraux et lignans. Selon les différents cultivars, le contenu en huile de la graine de lin varie 
entre 34-43% (El-Beltagi et al., 2007; Pali et Mehta, 2014). De plus, la graine de lin est très 
riche en fibres et constitue un apport alimentaire important en protéines (Thompson, 2003). La 
liste des bénéfices reliés à une alimentation incorporant la graine de lin ne cesse de s’allonger 
(Oomah, 2001). Par exemple, elle aurait des effets bénéfiques sur les maladies coronariennes, 
certains types de cancer de même que sur les troubles neurologiques et hormonaux 
(Simopoulos, 2002).  
 
 
 
Il existe présentement de nombreux produits dérivés de la graine de lin ayant chacun leurs 
propriétés et bienfaits spécifiques sur la santé. On y retrouve, entre autres, les graines de lin 
entières, l'huile de lin, différents types de farine, les tourteaux, les extraits de mucilage et les 
écorces de graines de lin. L’huile de lin est très riche en AGPIs et environ 50% de ces AGPIS 
sont des ALA ce qui la distingue des autres huiles végétales (El-Beltagi et al., 2007; Pali et 
Mehta, 2014). L’huile de lin contient également 19% d’acide oléique (C18:1), 17% d’acide 
linoléique (LA; C18:2, n-6) et plusieurs autres acides gras (Popa et al., 2012). Ayant un taux 
élevé en AGPIs, l’huile de lin est susceptible à l’oxydation (Brühl et al., 2007; Rudnik et al., 
2001). Il faut donc tenir compte des dommages potentiels que pourrait causer l’oxydation des 
AGPIs présents dans l’huile de lin et l’ajout d’antioxydants à une alimentation riche en AGPIs 
pourrait permettre de profiter des bienfaits de ces acides gras tout en limitant les dommages 
oxydatifs. Les tourteaux de lin sont les résidus solides obtenus à la suite de l’extraction de 
l’huile des graines. Il en résulte un produit riche en lignans, le secoisolariciresinol diglucoside 
(SDG) étant le principal lignan observé. Les tourteaux et les farines de lin sont considérés 
comme étant des suppléments riches en protéines pouvant être utilisés pour l’alimentation 
animale. De plus, la couche externe de l'enveloppe de la graine de lin contient des fibres 
solubles (mucilage), lesquelles représentent environ 8% du poids de la graine (Fedeniuk et 
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Biliaderis, 1994).  Ce mucilage est composé de différents polysaccharides et il est utilisé en 
cuisine pour ses propriétés émulsifiantes et épaississantes (Wannerberger et al., 1991). Pour 
terminer, le lin est une plante à usages multiples puisque toutes ses composantes sont 
exploitées sur le marché, que ce soit au niveau de l’alimentation humaine et animale, dans la 
fabrication de textiles et même en industrie, par exemple, pour la fabrication de peinture et de 
vernis (Gill, 1987).  
 
 
 
1.5. Les acides gras polyinsaturés 
 
 
 
Les acides gras sont des composés lipidiques constitués d’une chaîne de carbone liée à des 
hydrogènes, laquelle possède un groupe carboxyle (-COOH) à son extrémité. Les acides gras 
sont classés en trois catégories en fonction du nombre de doubles liaisons entre les atomes de 
carbones et incluent les acides gras saturés, mono-insaturés et polyinsaturés (AGPIs). Ils sont 
identifiés selon la longueur de leurs chaînes de carbone, ainsi que par l’emplacement des 
doubles liaisons sur cette chaîne. Les AGPIs peuvent être classés en deux grandes catégories, 
soit les n-3 et les n-6, lesquels se retrouvent dans l’alimentation et présentent des propriétés 
distinctes (Jump, 2002). Ils sont composés de longues chaînes de 18 à 22 carbones et 
contiennent deux ou plusieurs liaisons doubles (Fuller et al., 2004). Les AGPIs sont des 
molécules biologiquement actives pouvant réguler l’expression des gènes, l’activité 
enzymatique et plusieurs autres processus cellulaires (Grimaldi, 2001). Les AGPIs n-3 et n-6 
sont des acides gras capables de moduler certains récepteurs nucléaires contrôlant l’expression 
de nombreux gènes liés à l’inflammation et au métabolisme des lipides (Schmitz et Ecker, 
2008). Le ratio d’AGPIs n-6/n-3 présent dans les membranes cellulaires influence grandement 
les fonctions membranaires, de même que de nombreux processus tels que la mort et la survie 
cellulaire (Schmitz et Ecker, 2008).   
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Plusieurs études ont rapporté que les AGPI n-3 et n-6 présentent des effets bénéfiques sur la 
santé et ce, chez plusieurs espèces dont la vache laitière (Petit et al., 2007; Tur et al., 2012). 
Au niveau de la reproduction des bovins, les AGPIs jouent un rôle important et peuvent 
moduler l’expression de différents gènes clés impliqués dans la survie embryonnaire (Hallé et 
al., 2015). Les AGPIs ALA (n-3) et LA (n-6) sont les précurseurs des eicosanoïdes, des 
molécules constituées de 20 carbones impliquées dans divers processus cellulaires. Parmi les 
écosanoïdes, on y retrouve les prostanoïdes (prostaglandines et thromboxanes), leucotriènes et 
les lipoxines (Smith, 1989). Les réactions de désaturation et d’élongation de ALA et LA 
utilisent les mêmes réactions enzymatiques (Fig. 3). Ainsi, l’excès d’ALA entraîne 
automatiquement une diminution de la conversion de LA et vice versa. (Schmitz et Ecker, 
2008). Enfin, les acides gras n-3 réguleraient à la baisse l’expression de gènes liés à 
l’inflammation tandis que les acides n-6 auraient un effet contraire pro-inflammatoire pour 
l’organisme (Schmitz et Ecker, 2008; Simopoulos, 2002). L’équilibre du ratio n-6/n-3 devient 
donc important pour le bon fonctionnement des processus métaboliques et pourrait être associé 
à l’incidence de troubles métaboliques observés pendant la période de transition chez la vache 
laitière. Les acides linoléique et alpha-linolénique sont les deux acides gras les plus abondants 
dans l’alimentation de la vache laitière (Chilliard et al., 2001).  
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Acide linoléique (LA) 
C18:2 n-6 
Acide α-linolénique (ALA) 
C18:3 n-3 
 
Δ6-désaturase 
 
Acide γ-linolénique (GLA) 
C18:3 n-6 
Acide stéaridonique (SDA) 
C18:4 n-3 
 
Élongase 
 
Acide dihomogamma linolénique 
(DGLA) 
C20:3 n-6 
Acide éicosatétraénoïque (ETA) 
C20:4 n-3 
 
Δ5-désaturase 
 
Acide arachidonique (AA) 
C20:4 n-6 
Acide eicosapentaénoïque (EPA) 
C20:5 n-3 
 
 
 
 
Acide docosahexaénoïque (DHA) 
C22:6 n-3 
 
 
Eicosanoïdes dérivés des n-6 Eicosanoïdes dérivés des n-3 
 
 
Fig. 3. Voies métaboliques des acides gras essentiels n-6 et n-3. Les voies de la désaturation 
et de l'élongation des AGPIs n-6 et n-3 pour la production des différents types  d'eicosanoïdes 
sont en compétition puisqu’ils utilisent les mêmes enzymes. L’acide linoléique (LA) est le 
précurseur de la voie métabolique des n-6 et l’acide alpha-linolénique (ALA) est le précurseur 
de la voie métabolique des n-3. Les enzymes désaturases ajoutent un double lien carbone-
carbone et les élongases ajoutent deux carbones aux acides gras. Figure inspirée de Harper et 
Jacobson (2003) et Schmitz et Ecker (2008).   
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1.5.1. L’acide linoléique 
 
 
 
L’acide linoléique (LA,  18:2, n-6) est considéré comme un acide gras essentiel, car il n’est 
pas synthétisé de novo chez les mammifères et doit donc être obtenu par le biais de 
l’alimentation (Fischer, 1989). Cet acide gras n-6 est le précurseur de l’acide arachidonique 
(AA, 20:4, n-6), un acide gras insaturé à partir duquel les eicosanoïdes sont dérivés (Smith, 
1989). Les meilleures sources alimentaires de LA sont les graines de tournesol, les noix de 
Grenoble, l’huile de carthame, l’huile de tournesol et l’huile de soja (Chilliard et al., 2001; 
Marszalek et Lodish, 2005). Il s’agit également de l’acide gras prédominant au niveau du 
plasma pendant la période de transition chez la vache laitière (Contreras et al., 2010). Il est 
possible d’augmenter la concentration de LA dans le lait des vaches en ajoutant simplement un 
aliment riche en LA dans la ration, par exemple, un supplément alimentaire en graines de 
tournesol (Ambrose et al., 2006). Plusieurs études ont démontré les effets d’une 
supplémentation en LA sur la fertilité, la composition du lait, l’inflammation, le stress oxydatif 
et la santé générale des vaches laitières. La production de lait est aussi affectée de façon 
positive en réponse à une supplémentation de 10% en LA sous sa forme conjuguée (CLA) 
(Hötger et al., 2013). Cependant, une supplémentation alimentaire en CLA (30.4 g/jour), 
pendant une période allant de deux semaines avant jusqu’à 20 semaines après le vêlage , 
n’améliorerait pas la balance énergétique des vaches laitières (Bernal-Santos et al., 2003).   
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1.5.2. L’acide alpha-linolénique 
 
 
 
Chez les mammifères, ALA est un acide gras essentiel qui doit être obtenu par le biais de 
l’alimentation puisque les désaturases nécessaires à sa synthèse sont absentes (Fisher, 1989). 
C’est un AGPI que l’on retrouve surtout dans certains aliments d'origine végétale comme les 
noix, le canola, plusieurs légumineuses, les légumes verts et la graine de lin (Marszalek et 
Lodish, 2005). Il est le principal précurseur des AGPIs n-3 à longue chaîne tels l’acide 
docosahéxaénoïque (DHA) (C22:6) et l’acide eicosapentaénoïque (EPA) (C20:5, n-3) 
(Rajwade et al., 2010).  Comparativement à une supplémentation alimentaire en graines de 
tournesol (riche en LA), l’incorporation de graines de lin (riche en ALA) dans l’alimentation 
de la vache laitière augmente la taille des follicules ovariens et réduit le taux d’avortement 
(Ambrose et al., 2006). En plus d’améliorer le taux de fertilité, l’ajout de graines de lin à la 
ration des vaches laitières en période de transition augmente la concentration d’ALA dans le 
lait, ce qui pourrait s’avérer bénéfique pour la consommation humaine puisque le ratio n-6/n-3 
est généralement trop élevé dans l’alimentation nord-américaine (Ambrose et al., 2006; 
Simopoulos, 2002). Par contre, les effets d’une alimentation riche en AGPIs n-3 chez la vache 
laitière ne sont pas encore totalement compris et certains effets négatifs ont été rapportés, 
comme une possible diminution de l’immunité cellulaire (Didara et al., 2015). 
 
 
 
1.6. Les lignans  
 
 
 
Le lin est une des plantes cultivées possédant la plus haute concentration en lignans, plus 
particulièrement sous la forme sécoisolaricirésinol diglucoside (SDG) (Liggins et al., 2000; 
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Thompson et al., 1991). Les lignans correspondent à environ 1% du poids sec de la graine de 
lin et ils sont concentrés dans l’écorce (Adlercreutz et Mazur, 1997; Johnsson et al., 2000). 
Les lignans sont des polyphénols ayant plusieurs propriétés biologiques dont une puissante 
activité antioxydante, anti-tumorale, oestrogénique et anti-oestrogénique (Kitts et al., 1999). 
 
 
 
Chez les ruminants, le SDG est transformé par le microbiote gastro-intestinal pour former 
majoritairement deux entéro-lignans; l’entérodiol (END) et l’entérolactone (ENL) (Fig. 4) 
(Axelson et al., 1982). Gagnon et al. (2009) ont démontré que les lignans de la graine de lin 
sont transformés en lignans mammaliens (entéro-lignans) principalement au niveau du rumen 
chez la vache laitière. L’END et l’ENL agissent comme des antioxydants qui protègent la 
cellule contre les dommages à l’ADN, aux lipides et aux protéines, constituant ainsi un bon 
moyen de lutte contre le stress oxydatif (Hu et al., 2007). À ce titre, l’ENL aurait une activité 
antioxydante 4,3 fois supérieure à celle de la vitamine E (Prasad, 2000). Dans une étude in 
vivo chez la vache laitière, Côrtes et al. (2012) ont démontré que les lignans de la graine de lin 
augmentent l'abondance de certains gènes antioxydants (CAT, GPX1 et SOD1) au niveau de la 
glande mammaire. Ceci pourrait contribuer à la protection contre le stress oxydatif pendant la 
période de transition. De plus, l’END et l’ENL sont des membres de la famille des 
phytoestrogènes, ce qui pourrait expliquer, en partie, les effets bénéfiques d’une 
supplémentation en graines de lin entière sur la fertilité des vaches laitières (Petit et 
Twagiramungu, 2006; Wang, 2002). 
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Fig. 4. Transformation du sécoisolaricirésinol diglucoside (SDG) en entérolactone par les 
microorganismes du système gastro-intestinal de la vache. Après ingestion, le SDG est 
transformé par le microbiote gastro-intestinal des ruminants pour former majoritairement deux 
entéro-lignans; l’entérodiol (END) et l’entérolactone (ENL). Figure inspirée de Hu et al. 
(2007).   
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CHAPITRE 2 
 
LE PROJET DE RECHERCHE 
 
 
 
Dû à une grande demande énergétique liée à la production de lait et au maintien, les vaches 
laitières subissent un stress métabolique important pendant la période de transition entourant la 
parturition (Grummer, 1995). Afin de combler les besoins en énergie, des suppléments 
alimentaires riches en lipides peuvent être administrés aux vaches laitières. Cependant, 
plusieurs troubles métaboliques demeurent (Mulligan et Doherty, 2008). Au niveau du foie, 
les effets d’une supplémentation en acides gras sur le métabolisme des lipides, le stress 
oxydatif et la réponse inflammatoire ne sont pas entièrement compris et différents résultats 
sont observés en fonction du type de matière grasse fournie.  
 
 
 
Pour la vache laitière en début de lactation, la graine de lin serait un supplément alimentaire 
intéressant puisqu’elle est riche en AGPIs n-3 et en antioxydants. En effet, la graine de lin 
entière a déjà fait ses preuves sur la santé générale de la vache laitière et apporte, entre autres, 
une diminution des TG hépatiques, une amélioration de la balance énergétique et une 
augmentation du taux de fertilité (Ambrose et al., 2006; Petit et al., 2007; Zachut et al., 2010). 
De plus, lorsque la graine de lin est donnée comme supplément alimentaire à la vache laitière, 
le ratio n-6/n-3 diminue dans le lait, améliorant ainsi sa valeur nutritive et le rendant plus 
intéressant pour la consommation humaine (Petit, 2002). La graine de lin pourrait aussi 
améliorer la santé des vaches laitières en réduisant le stress oxydatif et l’inflammation, tout en 
comblant les besoins énergétiques importants observés en début de lactation. Toutefois, 
aucune étude ne permet, jusqu’à ce jour, d’identifier quelle composante de la graine de lin est 
responsable de ces effets (ex. acide α-linolénique (AGPI n-3), le SDG (lignans) ou la 
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combinaison des deux). Ce projet de recherche vise à nous renseigner, entre autres, sur l’effet 
des AGPIs et des antioxydants naturels (lignans) de la graine de lin sur l’activité lipogénique, 
le stress oxydatif et les processus d’inflammation observés dans le foie de la vache laitière en 
début de lactation. 
 
 
 
2.1. Hypothèses  
 
 
 
La première hypothèse de ce projet de maîtrise est que les antioxydants naturels (lignans) 
présents dans l’écorce de la graine de lin apportent une protection contre le stress oxydatif et 
l’inflammation que peut provoquer une alimentation riche en AGPIs. La deuxième hypothèse 
est que les AGPIs n-3 et n-6, en présence ou non d’ENL (lignan mammalien), peuvent 
modifier l’expression de gènes impliqués dans l’activité lipogénique, le stress oxydatif et les 
processus inflammatoires dans le tissu hépatique de la vache laitière en début de lactation. 
 
 
 
2.2. Objectifs 
 
 
 
Ce projet de maîtrise fait partie intégrante d’un programme de recherche qui vise à identifier 
quelle composante de la graine de lin (PUFAs (n-3), lignans ou les deux) présente le plus de 
potentiel pour diminuer le stress métabolique et les problèmes de santé associés chez la vache 
laitière à haut rendement pendant la période de transition. Plus spécifiquement, les objectifs de 
ce projet de maîtrise sont de déterminer les effets de divers ratios d’acides linoléique (LA, 
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n-6)/acide α-linolénique (ALA, n-3) en présence ou non d’ENL sur (1) l'abondance de 
l'ARNm de certains gènes impliqués dans le métabolisme des lipides, le stress oxydatif et les 
processus inflammatoires, (2) les dommages oxydatifs aux lipides (peroxydation) et aux 
protéines et (3) l'activité de la SOD, au niveau du tissu hépatique chez la vache laitière en 
début de lactation. 
 
 
 
2.3. Approche méthodologique  
 
 
 
Pour ce projet de recherche un modèle in vitro de culture de tissus hépatiques en tranches  
minces a été privilégié puisqu’il permet de préserver les interactions cellules-matrice et les 
communications entre les cellules. Ce modèle permet aussi de maintenir la diversité cellulaire, 
ce qui permet de nous rapprocher le plus possible des situations physiologiques observées 
chez l’animal mais en utilisant un modèle in vitro. Dans un premier temps, la mise au point 
des différents paramètres de cultures de tissu a été effectuée. Les conditions optimales de 
culture ont tout d’abord été déterminées et incluent un temps d’incubation de 10 heures et une 
concentration totale d’AGPIs de 300 µM pouvant être ajoutés au milieu de culture. Pour ce 
projet de maîtrise, des biopsies hépatiques ont été prélevées sur 13 vaches Holstein à haut 
rendement laitier, au jour 7 post-vêlage (période de stress métabolique). Des coupes tissulaires 
de 300 μm d’épaisseur ont été effectuées avec un microtome à lame vibrante (modèle 
VT1000 S de Leica) selon la méthode de de Graaf et al. (2010). La culture de tissus a été 
effectuée selon les conditions prédéterminées (10 h d’incubation et 300 µM d’AGPIs) et les 
tissus ont été exposés à différents traitements expérimentaux : (1) différents ratios de LA/ALA 
(ratios FA4, FA15 et FA25), lesquels correspondent aux niveaux circulant observés chez des 
vaches supplémentées avec 10% de graine de lin (riche en ALA), avec du Megalac
®
/diète 
contrôle et enfin avec 10% de graines de tournesol (riche en LA), respectivement. (2) 
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Différentes concentrations d’ENL (E0, E1 et E10 µM), afin d’étudier l’effet de ce lignan 
mammalien (antioxydant), en présence ou non de AGPIs LA/ALA au ratio FA4. À la fin des 
périodes d’incubation, les tissus ont été prélevés pour analyser les différents marqueurs de 
stress oxydatifs, d’inflammation et du métabolisme des lipides. 
 
 
 
Pour cette étude, 19 gènes ont été sélectionnés pour les analyses d’expression génique par 
qPCR. Le choix de ces gènes a été basé sur diverses études antérieures effectuées sur des 
vaches laitières en transition, ou encore chez des vaches ayant reçues différents traitements 
alimentaires (ex. graines de lin entières, huiles de poisson ou de lin). Les gènes sélectionnés 
sont liés au métabolisme des lipides (ACACA, CD36, FASN, MGST3, MLXIPL, PPARA, 
PTGS2, SCD, SREBF1), à l’inflammation (HP, SAA3) et au stress oxydatif (GPX4, NFE2L2, 
NQO1, PON1, PRDX3, PRDX4, SOD1, SOD2). Afin de caractériser certains mécanismes 
intracellulaires, suite aux différents traitements administrés, les dommages aux lipides 
(analyse TBARS) et aux protéines (carbonyles), de même que l’activité enzymatique de la 
SOD, ont également été mesurés. Cette approche méthodologique nous a permis de déterminer 
quelle composante de la graine de lin (AGPIs, lignans ou la combinaison des deux) agit sur les 
marqueurs de stress oxydatifs, d’inflammation ou du métabolisme des lipides dans  le foie de la 
vache laitière.  
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CHAPITRE 3 
 
ARTICLE RÉDIGÉ 
 
 
 
3.1. Avant-propos 
 
 
 
L’article présenté ici reflète les hypothèses, objectifs et résultats associés à mon projet de 
maîtrise. Les objectifs étaient de déterminer les effets de divers ratios d’acide linoléique (LA, 
n-6)/acide α-linolénique (ALA, n-3) en présence ou non d’ENL (lignan mammalien) sur (1) 
l'abondance de l'ARNm de certains gènes jouant un rôle dans le métabolisme des lipides, le 
stress oxydatif et les processus inflammatoires, (2) les dommages oxydatifs aux lipides 
(peroxydation) et aux protéines et (3) l'activité de l’enzyme SOD dans le tissu hépatique de la 
vache laitière en début de lactation. Les résultats présentés viennent appuyer l’hypothèse que 
les antioxydants présents dans la graine de lin peuvent diminuer les dommages aux lipides 
causés par une diète riche en AGPIs et ainsi de pouvoir bénéficier pleinement des bienfaits 
associés aux suppléments d’AGPIs. En effet, les résultats de cet article suggèrent qu’un 
régime riche en AGPIs diminuerait l’activité lipogénique et augmenterait les dommages 
oxydatifs aux lipides au niveau du foie, tandis que l’ajout de lignans à la diète aiderait à 
prévenir les dommages aux lipides provoqués par les AGPIs.   
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3.2. Statut de l’article  
 
 
 
Le présent article a été soumis à la revue British Journal of Nutrition. 
 
 
 
3.3. Implication de  l’auteure 
 
 
 
Les expériences présentées dans cet article ont été majoritairement réalisées par l’auteure de 
ce mémoire de maîtrise, supervisée au plan technique par Mme Danièle Beaudry. La 
production des résultats a également été effectuée par l’auteure du mémoire ainsi que la 
majorité de la rédaction de l’article inséré. Les analyses statistiques ont été faites par M. Steve 
Méthot, statisticien à Agriculture et Agroalimentaire Canada. Les coauteurs Richard Blouin, 
Jérôme Lapointe et Hélène Petit ont contribués au design expérimental, à l’analyse des 
résultats et à la rédaction de l’article. En tant que directrice de recherche du projet de maîtrise, 
Mme Marie-France Palin a obtenu le financement, contribué au design expérimental, 
supervisé les travaux de recherche, participé à l’analyse des résultats et à la rédaction du 
manuscrit.  
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3.4. Impact de l’article  
 
 
 
Les résultats présentés dans cet article scientifique contribuent à la compréhension des 
mécanismes d’action des acides gras polyinsaturés n-6 et n-3 (différents ratios de LA/ALA) et 
de l’entérolactone (lignan) sur l’activité lipogénique, les processus inflammatoires et le stress 
oxydatif au niveau du foie de vaches laitières à haut rendement. L’utilisation d’un modèle in 
vitro de culture de tissus hépatiques en tranches minces a permis  de conserver les interactions 
cellules-matrice et les différents types cellulaires présents dans le foie. Ce modèle pourra être 
utilisé pour étudier les effets de différents nutriments sur le métabolisme hépatique ou encore 
la toxicité de différentes molécules et produits. L’addition d’AGPIs n-3 et n-6 au milieu de 
culture entraîne une augmentation des dommages oxydatifs aux lipides dans le tissu hépatique. 
Ceci est démontré par une augmentation simultanée de la peroxydation des lipides et de 
l’abondance relative des ARNm de divers gènes cibles de Nrf2; SOD1, NQO1, PTGS2 et 
PRDX3. Les résultats de cette étude suggèrent également que la peroxydation des lipides est 
atténuée en présence d’ENL dans le milieu de culture. De plus, la diminution de l’expression 
génique du facteur de transcription SREBF1 et de ses gènes cible ACACA, FASN et SCD en 
présence d’AGPIs suggère une diminution de l’activité lipogénique dans le tissu hépatique. À 
l’opposé, la présence d’ENL dans le milieu de culture augmente l’expression des gènes 
lipogéniques MLXIPL, FASN et SCD ce qui suggère qu’une supplémentation en tourteau ou en 
farine de lin (riche en lignans) pourrait augmenter l’activité lipogénique et potentiellement 
accroitre le risque de développer une stéatose hépatique chez la vache laitière. Tous ces 
résultats suggèrent qu’une supplémentation en graines de lin entières, donnée à des vaches 
laitières en période de transition, diminuerait l’activité lipogénique du foie, due à la présence 
des AGPIs, et que les lignans du lin sont nécessaires afin de prévenir les dommages oxydatifs 
au foie provoqués par la présence d’AGPIs.    
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Abbreviations 
 
 
 
ACACA, acetyl-CoA carboxylase α; ALA, α-linolenic acid; ARE, antioxidant response 
elements; BSA, bovine serum albumin; CD36, cluster of differentiation 36; CTR, control 
without fatty acid and without enterolactone; E1, 1 µM enterolactone; E10, 10 µM 
enterolactone; ENL, enterolactone; FA, fatty acids; FA4, linoleic acid:α-linolenic acid ratio of 
4; FA15, linoleic acid:α-linolenic acid ratio of 15; FA25, linoleic acid:α-linolenic acid ratio of 
25; FASN, fatty acid synthase; GPX4, glutathione peroxidase 4; HP, haptoglobin; KHB,  
Krebs-Henseleit Buffer; LA, linoleic acid; LDH, lactate dehydrogenase; MDA, 
malondialdehyde; MLXIPL, MXL interacting protein like; NEB, negative energy balance; 
NFE2L2, nuclear factor erythroid-derived 2-like 2; NQO1, NAD(P)H dehydrogenase quinone 
1; Nrf2, nuclear factor-erythroid 2 related factor 2; PCLS, precision-cut liver slices; PON1, 
paraoxonase 1; PPARA, peroxisome proliferator-activated receptor α; PRDX3, peroxiredoxin 
3; PRDX4, peroxiredoxin 4; PTGS2, prostaglandin-endoperoxide synthase 2; RG, reference 
genes; ROS, reactive oxygen species; RSP9, ribosomal protein S9; SAA3, serum amyloid A3; 
SCD, stearoyl-CoA desaturase; SDG, secoisolariciresinol diglycoside; SOD1, superoxide 
dismutase 1; SOD2,  superoxide dismutase 2; SOD, superoxide dismutase; SREBF1, sterol 
regulatory element binding transcription factor 1; TBA, thiobarbituric acid; TBARS, 
thiobarbituric acid reactive substances; UXT, ubiquitously expressed prefoldin like chaperone; 
WME, Williams’ Medium E.  
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 3.5.1. Abstract 
 
 
 
Although beneficial effects have been attributed to polyunsaturated fatty acids (PUFAs) 
supplementation in high yielding dairy cows, diets rich in PUFAs may also increase oxidative 
stress in tissues such as the liver. To fully exploit the health benefits of PUFAs, we believe 
that the addition of natural antioxidants could help in preventing oxidative damage. Using an 
in vitro precision-cut liver slices (PCLS) tissue culture system, we investigated the effects of 
different linoleic acid (LA, n-6)/α-linolenic acid (ALA, n-3) ratios in the presence or absence 
of the antioxidant enterolactone (ENL) on (1) the mRNA abundance of genes with key roles in 
hepatic lipid metabolism, oxidative stress response and inflammatory processes, (2) oxidative 
damages to lipids and proteins and (3) superoxide dismutase (SOD) activity in early lactating 
dairy cows. The addition of PUFAs to PCLS culture media increased oxidative damage to 
lipids as suggested by higher concentrations of thiobarbituric acid reactive substances 
(TBARS) and increased the expression of several nuclear factor-erythroid 2 related factor 2 
(Nrf2) target genes. The addition of ENL was effective in preventing lipid peroxidation caused 
by PUFAs. Transcript abundance of SREBF1 and its lipogenic target genes ACACA, FASN 
and SCD was decreased with PUFAs, whereas ENL decreased FASN and SCD gene 
expression. Our results suggest that diets rich in PUFAs lower lipogenic activity and increase 
oxidative damage to lipids in the liver of dairy cows. Addition of ENL to the diet would help 
in preventing liver oxidative damages provoked by PUFAs.  
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 3.5.2. Introduction 
 
 
 
High-yielding dairy cows experience severe metabolic stress during the transition period from 
late pregnancy to early lactation
(1)
. This period is characterized by a reduction in feed intake 
and a marked increase in nutrient demands to sustain milk synthesis and meet energy 
requirements, thereby making cows more susceptible to negative energy balance (NEB). As a 
result, the dairy cow adjusts its metabolism by making extensive use of body fat reserves, 
resulting in elevated blood levels of NEFAs
(2)
. The excessive concentrations of NEFAs cannot 
be fully oxidized by the liver, thus leading to an accumulation of TAG
(3)
. The constraints 
imposed by the NEB contribute to the high incidence of metabolic related diseases such as 
ketosis and fatty liver
(4)
. Moreover, the early lactation period is also linked with 
immunosuppressive
(5)
, inflammatory
(6)
 and acute oxidative stress conditions
(7)
, which are often 
associated with infectious diseases
(4)
. To prevent excessive energy mobilization by early 
lactating cows, the use of supplemental fats and oils has become a common practice. 
However, the effects of fat supplementation on hepatic lipid metabolism, oxidative stress 
conditions and inflammatory responses are not fully understood and different outcomes may 
be observed according to the type of fat provided. Among lipid sources, n-3 and n-6 PUFAs 
demonstrate properties that may help in reducing the incidence of NEB and associated 
metabolic and infectious diseases. For example, multiparous cows supplemented with whole 
flaxseed (rich in n-3 fatty acids (FA)) during the transition period have lower plasma NEFAs, 
improved energy balance and lower levels of liver TAG and lipids when compared with cows 
supplemented with a source of saturated lipids
(8)
. Moreover, extruded flaxseed enhanced the 
energy balance of transition dairy cows
(9)
. Although beneficial effects have been attributed to 
PUFAs supplementation, diets rich in PUFAs may also stimulate the production of reactive 
oxygen species (ROS) by the mitochondria, which may increase intracellular oxidative 
stress
(10)
. Indeed, the oxidative stress was increased in ruminants supplemented with non-
protected PUFAs as shown by increased plasma lipid peroxidation in steers and dairy cows
(11, 
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12)
. Moreover, the consumption of a diet rich in n-3 PUFAs may also increase lipid 
peroxidation and oxidative stress in tissues such as the liver
(13)
. To limit oxidative damage, the 
inclusion of natural antioxidants in the cow’s diet appears as an interesting avenue to fully 
exploit the health benefits of n-3 PUFAs. Indeed, natural plant extracts rich in polyphenols 
combined with vitamin E have been shown to reduce plasma lipid peroxidation in lactating 
dairy cows supplemented with C18:3n-3 FA
(11)
. 
 
 
 
Apart from its high α-linolenic acid (ALA) content (about 55% of total FA), flaxseed is also 
the richest source of plant lignans, which are natural antioxidants concentrated in the outer 
fibre containing layers of the seed
(14)
. Flaxseed is rich in secoisolariciresinol diglycoside 
(SDG), a plant lignan that is mainly converted in the mammalian lignan enterolactone (ENL), 
a polyphenol metabolite, by the rumen microbiota
(15)
. In dairy cows, flax hulls increase 
superoxide dismutase (SOD) activity and SOD1 mRNA abundance in mammary tissue, 
whereas flax meal increases the relative mRNA abundance of the nuclear factor erythroid-
derived 2-like 2 (NFE2L2) gene
(16,17)
. These results suggest that plant lignans from flax meal 
or flax hulls may contribute to improve the oxidative status since SOD and NFE2L2 are key 
players in cellular defense against oxidative stress
(18)
. Moreover, we have recently 
demonstrated that flax hulls affect the expression of lipogenic genes in mammary tissue of 
Holstein cows
(19)
, suggesting that lipogenic gene expression could be modulated by ENL. 
Modulation of lipogenic gene mRNA abundance was also observed in the liver of rats 
supplemented with polyphenol-rich compounds such as sesame lignans
(20)
 and green and black 
tea
(21)
. However, such studies have never been undertaken in the cow’s liver. 
 
 
 
Based on the above mentioned studies, we hypothesized that antioxidants naturally present in 
flaxseed protect against hepatic oxidative stress and inflammation induced by high PUFAs 
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concentrations. We further hypothesized that n-3 and n-6 PUFAs and/or ENL modulate the 
mRNA abundance of genes involved in lipogenic metabolism, oxidative stress response and 
inflammatory processes in hepatic tissue of dairy cows. Using an in vitro PCLS tissue culture 
model
(22)
, our objectives were to determine the effects of various linoleic acid (LA, n-6)/α-
linolenic acid (ALA, n-3) ratios with or without ENL on (1) the mRNA abundance of genes 
known to have key roles in hepatic lipid metabolism, oxidative stress response and 
inflammatory processes, (2) oxidative damage to lipids and proteins, and (3) SOD activity in 
liver tissue of early lactating dairy cows.   
 
 
 
 3.5.3. Materials and methods 
 
 
 
A total of 13 multiparous high-yielding Holstein cows were used in this study. Cows were 
selected based on their parity number (between 2-4), milk yield (> 8 500 kg/year) and absence 
of previously recorded health problems (e.g., mastitis, ketosis). They averaged 711 ± 57 kg of 
body weight and 7 days in milk when liver biopsies were undertaken. Cows were cared for 
according to a recommended code of practice
(23)
 and all experimental procedures were 
approved by the institutional animal care committee of the Sherbrooke Research and 
Development Centre (Sherbrooke, QC, Canada). 
 
 
 
Liver biopsies (~ 450 mg) were taken by an experienced veterinarian 6 h after the morning 
milking in the right liver lobe using puncture biopsy. An ultrasound scan (GE LOGIQe BT’12 
compact ultrasound, Scil Vet Novations) of the liver was performed before each biopsy to 
avoid major blood vessels and abscesses in the biopsy area. The stainless steel biopsy 
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instrument included three main pieces: a trocar, a cannula and a 30 cc syringe used to create a 
vacuum
(24)
. Sedation of animals was performed by injecting 10 mg per cow of xylazine-HCl 
(Zoetis Canada) into the coccygeal vein. The surgical preparation, the local subcutaneous and 
intercostal space anesthesia and the biopsy procedures were performed according to de Lima 
et al.
(24)
. Biopsy cores of about 450 mg and with a 5 mm diameter were obtained with this 
technique. The skin incision was closed with a cruciate polydioxanone monofilament synthetic 
absorbable suture (PDS II 2-0 CP-1, Ethicon) and AluSpray (Neogen Corporation) was 
applied to the skin. An intramuscular dose (15 cc) of Excenel (Zoetis Canada) was given 
immediately after the biopsy and once daily for three days to prevent infection. Rectal 
temperature, heart and respiratory rate, and mucous membrane color were monitored every 
hour for 6 h after the biopsy.  
 
 
 
 Preparation of fatty acids and enterolactone for treatments 
 
 
 
LA (Cat. No. 90150-100) and ALA (Cat. No. 90210-100) were purchased from Cayman 
Chemical. To increase FA solubility in culture medium and facilitate cellular uptake, ALA and 
LA were individually complexed with FA-free bovine serum albumin (BSA) suitable for cell 
culture (Sigma-Aldrich). For conjugation, ALA or LA (10 mM) was added to FA-free BSA in 
William’s E Medium (WME) GlutaMAX, supplemented with 1 × antibiotic antimycotic 
solution (Sigma-Aldrich), to obtain a 3:1 ratio of FA:BSA; this solution was then incubated at 
37°C for 30 min on a stirring plate (95% O2/5% CO2) in a humidified incubator. The solution 
was freshly prepared and diluted in WME to required concentrations (Table 1) before being 
added to tissue cultures. The ENL was purchased from Sigma-Aldrich and two stock solutions 
of 1 mM and 10 mM were prepared using pure ethanol purged with nitrogen. These solutions 
were kept at 4°C in darkness under nitrogen atmosphere. 
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Table 1. Description of the experimental treatments used in 
bovine precision-cut liver slices tissue cultures 
 
 Final concentrations 
Treatments* 
LA  
(µM) 
ALA  
(µM) 
ENL  
(µM) 
CTR - - - 
FA4 240 60 - 
FA15 281·25 18·75 - 
FA25 288·45 11·55 - 
E1 - - 1 
E10 - - 10 
E1FA4 240 60 1 
E10FA4 240 60 10 
LA, linoleic acid (n-6); ALA, α-linolenic acid (n-3); ENL, 
enterolactone; CTR,  control without FA and without ENL;  
FA, fatty acid; FA4, LA:ALA ratio of 4; FA15, LA:ALA 
ratio of 15; FA25, LA:ALA ratio of 25; E1, ENL 1 µM; E10, 
ENL 10 µM; E1FA4, ENL 1 µM + FA4; E10FA4, ENL 10 
µM + FA4.  
 
* The FA ratios represent the n-6:n-3 ratio (LA:ALA). 
 
 
 
 
 Preparation of precision-cut liver slices 
 
 
 
Liver biopsies were kept on ice in a Petri dish, immediately transported to the laboratory and 
transferred in fresh ice-cold Krebs-Henseleit Buffer Modified (KHB; Sigma-Aldrich) at pH 
7·4. The KHB buffer was supplemented to reach a final concentration of 5·5 mM CaCl2, 25 
mM D-glucose, 25 mM NaHCO3 and 9 mM HEPES. The tissues were gently manipulated 
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using a spatula to avoid damaging of cells. Liver slices of 300 µm thickness and 4-5 mg (wet 
weight) were prepared from cylindrical core biopsies using a Leica VT1000 S vibrating blade 
microtome (Leica Biosystems) filled with ice-cold KHB. Liver slices did not exceed 300 µm 
thickness to avoid tissue necrosis. The biopsy core was embedded in a 3% low-gelling-
temperature agarose type VII-A (Sigma-Aldrich) to get uniform liver slices and facilitate 
slicing. The agarose solution was pre-warmed in a 60°C water bath and then transferred to a 
37°C bath for at least 15 min before proceeding with embedding
(22)
. The core biopsy was 
pierced with a needle at one end, soaked in the agarose solution and then allowed to solidify 
on ice for 10 min. Agarose embedded biopsy cores were fixed on the microtome platform 
using cyanoacrylate glue for mounting specimens onto specimen discs (Leica Biosystems). 
Fresh and oxygenated KHB was then poured in the microtome cutting bath just before 
proceeding with slicing and ensuring that the whole biopsy core was completely submerged. 
Liver slices were collected immediately and transferred to a Petri dish containing fresh ice-
cold KHB.  
 
 
 
 Incubation of liver slices  
 
 
 
Bovine liver slices were incubated under sterile conditions in six-well plates containing 3·2 ml 
of WME/well. A maximum of three slices per well was used since the culture medium 
volume-to-the tissue surface ratio is of great importance for sufficient supply of nutrients and 
optimal exchange of oxygen and CO2. To restore the ATP production and get rid of dead cells 
due to the slicing procedure, liver slices were first preincubated on a stirring plate (200 rpm) 
for 30 min at 37°C in a humidified incubator (95% O2/5% CO2). Liver tissue slices were then 
transferred to fresh WME and used for different assays using the same incubation conditions. 
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 Integrity and viability assays 
 
 
 
The cellular integrity of liver slices was assessed using the lactate dehydrogenase (LDH; EC 
1.1.1.27) cell leakage method. The LDH is a soluble cytosolic oxidoreductase enzyme that 
catalyzes the interconversion of pyruvate and lactate. This enzyme is released in the culture 
medium upon cell death due to loss of plasma membrane integrity. Thus, the LDH activity in 
culture medium reflects the number of dead cells. In the current study, the LDH activity was 
determined spectrophotometrically at 450 nm using a LDH activity assay kit (Sigma-Aldrich) 
following instructions provided by the manufacturer for 96 wells flat-bottom plates. 
 
  
 
The LDH activity assay was first used to determine liver tissue optimal incubation time over a 
72 h period. At each time-point, 100 µl of cell culture medium from each well were collected 
and snap-frozen in liquid nitrogen (measure of extracellular LDH). The liver slices (one per 
well) and remaining medium were then collected and snap-frozen together in liquid nitrogen 
(measure of total LDH). To measure total LDH activity in liver tissue, the slices were 
sonicated directly in culture medium with 2 pulses of 30 s (50 watts) using a Q125 sonicator 
(Qsonica Sonicators). The LDH activity assay was also used to determine the cytotoxic effects 
of ALA (0, 100, 150, 300, 500 µM) and LA (0, 100, 150, 300, 500 µM) on bovine liver slices 
and determine the optimal total FA concentration to be used in tissue culture. Each experiment 
was performed three to six times with one slice per well. Final results are presented as 
percentage of cell death according to the equation: % cell death = (extracellular LDH/total 
LDH) x 100.  
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Liver slice viability was also assessed immediately after the preparation of liver slices (0 h) 
and after 2, 4, 6, 8, 10, 12, and 24 h of incubation by measuring the ATP content, which 
reflects the cell ability as an energy source. After incubation, slices were transferred to 1 ml of 
the sonication solution (70% ethanol and 2 mM EDTA), snap-frozen in liquid nitrogen and 
stored at -80°C. After thawing, slices were sonicated with a 30 s pulse set at 40% amplitude 
using a Q125 sonicator (Qsonica Sonicators) and then centrifuged at 16 000 × g for 2 min. To 
lower the ethanol concentration, the supernatant was diluted 10 times with a buffer made of 
0·1 M Tris-HCl and 2 mM EDTA. The ATP content was measured using a CLSII ATP 
bioluminescence assay kit from Roche diagnostics. Protein content of liver slices was 
determined using a bicinchoninic acid (BCA) assay kit from Sigma-Aldrich. ATP 
determination was performed in triplicate (3 wells with 1 slice/well) and ATP content was 
expressed as picomole of ATP per µg of protein. 
 
 
 
 Cellular uptake of fatty acids 
 
 
 
The LA and ALA concentrations in bovine liver slices were determined at the Université du 
Québec à Chicoutimi by Dr. Milla Rautio using an Agilent 7890A Gas Chromatograph with 
mass spectrometer detection (GC-MS) (Agilent Technologies). Incubations were done using 
one slice per well and included a negative control (CTR; control without FA and without 
ENL) and two different treatments of 300 µM LA or 300 µM ALA. Bovine liver slices were 
incubated under sterile conditions in six-well plates containing 3·2 ml WME/well on a stirring 
plate (200 rpm) for 10 h at 37°C in a humidified incubator (95% O2/5% CO2). Tissue samples 
were freeze-dried before complete FA extraction, methylation and quantification. The Sigma-
Aldrich mix 37 FAME, the bacterial FA (BAME), and nanodecanoid acid (C19:0) were used 
as internal standards. Analysis was done using the Agilent ChemStation software (Agilent 
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Technologies) for peak identification and quantification, incorporating linear detection and 
quantification limit thresholds. Results are expressed as µg of FA per mg of dry tissue weight.  
 
 
 
 Bovine liver slice treatments  
 
 
 
Bovine liver slices (3 slices/well) were incubated in six-well plates containing 3·2 ml of WME 
per well. Plates were placed on a stirring plate (200 rpm) in a humidified incubator (95% 
O2/5% CO2) for a 30 min preincubation period at 37°C. Culture medium was then replaced 
with fresh WME (3·2 ml/well) supplemented with appropriate treatments (Table 1). Liver 
slices were incubated for 10 h under the same incubation conditions. Based on LDH and ATP 
viability assays (above), a 10 h incubation period was chosen to assess the FA and ENL 
treatment effects. At the end of the incubation period, liver slices were transferred to 1·5 ml 
Eppendorf tubes, snap-frozen in liquid nitrogen and kept at -80°C. Treatments were chosen 
according to previously reported physiological serum concentrations for dairy cows fed with a 
10% flaxseed supplementation (ratio LA/ALA of 4), a Megalac
®
/normal control (ratio 
LA/ALA of 15) or a 10% sunflower seed supplementation that is rich in LA (ratio LA/ALA of 
25)
(25, 26)
. Three different concentrations of ENL were also tested (0, 1 or 10 µM ENL) either 
alone or in combination with FA (ratio LA/ALA of 4). The 1 µM ENL concentration was 
chosen as it corresponds to the physiological serum concentrations found in dairy cows fed 
with a supplement of flax hulls and oil
(15)
. Treatments combining the effects of ENL and FA at 
a ratio of 4 (FA4) were included in order to mimic an in vivo situation of cows fed with 10% 
flaxseed supplements
(25, 26)
 and to detect potential synergetic effects.  
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 RT-qPCR analyses of selected genes 
 
 
 
Total RNA was extracted from liver slices (from n = 5 cows) using the NucleoSpin 
RNA/Protein kit (Macherey-Nagel) according to the manufacturer’s instructions. The RNA 
was then purified using RNA Clean & Concentrator-5 columns and the manufacturer’s >17-nt-
long protocol (Zymo Research). Afterwards, RNA was suspended in 15 μl of nuclease free 
water. Total RNA integrity was then estimated using an Agilent 2100 Bioanalyser and the 
RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies). Samples with RNA integrity numbers (RIN) 
higher than 5·5 were kept for RT-qPCR analyses. First strand cDNA was synthesized from 
1·0 μg of RNA using the SuperScript II Reverse Transcriptase and oligo(dT)12–18 as primers 
(Invitrogen Life Technologies) in a 20-μl reaction volume. Upon completion of cDNA 
synthesis, 10 μl of reaction volume were diluted (15 ×) using sterile water. This dilution was 
later used for RT-qPCR analyses. A 5 × dilution was also prepared for standard curves 
required for RT-qPCR analyses. Amplification of selected genes and four reference genes 
(RG) was performed using bovine specific primer sequences (Table 2) designed with the 
Primer Express software 3·0 (PE Applied Biosystems). Selected genes included markers of 
inflammation and oxidative stress and genes involved in FA metabolism. It also included 
genes known or suspected to be modulated in the liver of high-yielding Holstein cows during 
the transition period
(27)
. Some of these genes have also be shown to be modulated by diets rich 
in n-3 FA and flax lignans (source of antioxidants)
(19, 28)
. Quantitative PCR amplifications 
were carried out in a 10-μl reaction volume containing primers (final concentrations ranging 
from 150 to 900 nM, Table 2), 5 μl of 2 × Power SYBR® Green Master Mix (PE Applied 
Biosystems), 3 μl of 15 × diluted cDNA and 0·05 μl of AmpErase Uracil N-Glycosylase 
(UNG) (PE Applied Biosystems). Cycling conditions were 2 min at 50°C followed by 10 min 
at 95°C and forty cycles of 10 s at 95°C and 45 s at 60°C. Quantitative PCR amplifications 
were performed in triplicate and standard curves established in duplicate for each gene. 
Standard curves were composed of serial dilutions of complementary DNA pools as 
 
 
60 
 
previously described
(29)
 and used to obtain the relative mRNA abundance of selected genes 
using the standard curve method as described by Applied Biosystems
(30)
. Selection of the best 
stably expressed RG for normalization of gene expression data was performed with the 
NormFinder software (http://moma.dk/normfinder-software)
(31)
. For each experimental 
sample, the mRNA abundance of selected genes relative to that of RG was determined from 
corresponding standard curves. Mean values were calculated from triplicate amplifications and 
relative quantity ratios were then obtained by dividing the relative quantity unit of selected 
genes by those of RG. The ubiquitously expressed prefoldin like chaperone (UXT) gene was 
identified as the best RG for normalization of data sets in the present study. These values were 
then used for statistical analyses.  
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Table 2. Primer sequences used for quantitative real-time PCR analyses. 
 
Genesa 
  
Primer sequenceb (5'→3') 
GenBank accession 
no. 
Product size 
(nt) 
Primer 
(nM) 
Amplification 
efficiency (%)   
Reference genes   
GAPDH F TGACCCCTTCATTGACCTTCA NM_001034034 66 300 97·83 
 R AACTTGCCGTGGGTGGAAT   300  
PPIA F GAGCACTGGAGAGAAAGGATTTG NM_178320 71 300 95·12 
 
R GGCACATAAATCCCGGAATTATT   150  
RSP9 F GCCTCGACCAAGAGCTGAAG NM_001101152 68 300 98·30 
 R GACCCTCCAGACCTCACGTTT   300  
UXT F CAGCTGGCCAAATACCTTCAA NM_001037471.2  90 900 97·60 
 R GCCCAAATCCACCTGCATAT   900  
Selected genes   
ACACA F GAGTTCCTCCTTCCCATCTACCA NM_174224 123 900 96·87 
 
R GGTGCGTGAAGTCTTCCAATC   900  
CD36 F ACCTCCTGGGCCTGGTAGA NM_174010 89 300 95·92 
 
R TGATCTGCATGCACAATATGAAATC   900  
FASN F AGCCCCTCAAGCGAACAGT NM_001012669 100 300 97·23 
 
R CGTACCTGAATGACCACTTTGC   900  
GPX4 F CGAATTTTCAGCCAAGGACATC NM_174770 87 300 97·90 
 
R GAGGCCACATTGGTGACGAT   300  
HP F CCTGACCACTCCAAGGTAGACAT NM_001040470 85 150 98·10 
 R GTAGGCAGATGGGCATTACTTTG   150  
MGST3 F GCTATTACACAGGAGAACCCAGAAA NM_001035046 85 300 97·50 
 R CACACAGTGGTGCCCATCAG   300  
MLXIPL F AGAAGACGGCCGAGTATATTGC NM_001205408 112 300 102·4 
 R CACAGGTTAATGGCAGCATTGA   300  
NFE2L2 F GTACCCCTGGAAATGTCAAACAG NM_001011678 88 300 98·94 
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 R TGTGATGACGACAAAGGTTGGA   300  
NQO1 F CTTGGAACCTCAACTGACATATAGCA NM_001034535 89 300 98·09 
 
R TCTCCAGGCGTTTCTTCCAT   300  
PON1 F TCATTTAACCCTCACGGCATTA NM_001046269.2 99 900 95·17 
 
R CAACTCAACCGTGGACTTAACG   300  
PPARA F GACAAAGCCTCTGGCTACCACTA NM_001034036  80 900 97·47 
 
R TTCAGCCGAATCGTTCTCCTA   900  
PRDX3 F GACACCCGAGTCTCCTACAATCA NM_174432 86 300 96·91 
 R TGCACGGGACGGTCTACTG   300  
PRDX4 F AAGTGGTAGCATGCTCTGTTGATT NM_174433 86 300 98·10 
 R TATTGACCCAAGTCCTCCTTGTC   300  
PTGS2 F ACCATTTGGCTACGGGAACAC NM_174445 60 900 97·50 
 R TCATCGCCCCATTCTGGAT   900  
SAA3 F GGGCATCATTTTCTGCTTCCT NM_181016 106 300 97·70 
 R TTGGTAAGCTCTCCACATGTCTTTAG   300  
SCD F CCTGTGGAGTCACCGAACCT NM_173959 146 150 96·53 
 R GGTCGGCATCCGTTTCTG   150  
SOD1 F TGTTGCCATCGTGGATATTGTAG NM_174615 102 300 98·93 
 R CCCAAGTCATCTGGTTTTTCATG   300  
SOD2 F CGCTGGAGAAGGGTGATGTT NM_201527 99 300 95·20 
 R GATTTGTCCAGAAGATGCTGTGAT   300  
SREBF1 F TTTCTTCGTGGATGGCAACTG NM_001113302 130 300 95·61 
 R TGCTCGCTCCAAGAGATGTTC   300  
a GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; PPIA, peptidylprolyl isomerase A; RSP9, ribosomal protein S9; UXT, ubiquitously 
expressed prefoldin like chaperone; ACACA, acetyl-CoA carboxylase α; CD36, cluster of differentiation 36; FASN, fatty acid synthase; 
GPX4, glutathione peroxidase 4; HP, haptoglobin; MGST3, microsomal glutathione S-transferase 3;  MLXIPL, MLX interacting protein like; 
NFE2L2, nuclear factor erythroid-derived 2-like 2; NQO1, NAD(P)H dehydrogenase quinone 1; PON1, paraoxonase 1; PPARA, peroxisome 
proliferator-activated receptor α; PRDX3, peroxiredoxin 3; PRDX4, peroxiredoxin 4; PTGS2, prostaglandin-endoperoxide synthase 2; SAA3, 
serum amyloid A3; SCD, stearoyl-CoA desaturase; SOD1, superoxide dismutase 1; SOD2, superoxide dismutase 2; SREBF1, sterol 
regulatory element binding transcription factor 1. 
 
b F, forward; R, reverse.  
 
 
63 
 
 Superoxide dismutase activity 
 
 
 
Liver biopsies of five cows were used to measure the activity of superoxide dismutase (SOD; 
EC 1.15.1.1). For each treatment (Table 1), one liver slice was homogenized using a Polytron 
homogenizer (POLYTRON® PT 10-35 GT, Kinematica) at 18 000 rpm for 10 s in 350 µl of 
cold 20 mM HEPES buffer (pH 7·2) containing 1 mM EGTA, 210 mM mannitol and 70 mM 
sucrose. Samples were then centrifuged at 1500 × g for 5 min (4°C). Supernatant was 
collected and diluted 40-fold with 50 mM Tris-HCl (pH 8·0). Total SOD activity (SOD Assay 
kit 706002, Cayman Chemical) in liver slices was determined enzymatically by measuring the 
production of superoxide radicals generated by xanthine oxidase and hypoxanthine at 450 nm. 
For this assay, one unit of SOD activity is defined as the amount of enzyme required to get 
50% dismutation of the superoxide radical. The background absorbance was subtracted and 
the average absorbance of each standard and sample was use for activity calculations. Total 
protein concentration in tissue was determined with the BCA protein assay (Sigma-Aldrich). 
Analyses were done in duplicate and results expressed as SOD activity (Unit) per milligram of 
protein. 
 
 
 
 Oxidative stress damage measurements  
 
 
 
Liver tissue slices from five cows (same cows as for SOD analysis) were used for 
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and protein carbonyl analyses. Two liver 
slices per treatment (Table 1) were sonicated in 350 µl of 1 × PBS (pH 7·4) containing a 1 × 
protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich). Sonication was performed with six 10 s pulses set 
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at 25% amplitude using a Q125 sonicator (Qsonica Sonicators). Liver tissue homogenates 
were then centrifuged at 5000 × g for 5 min at 4°C and the supernatant was used for TBARS 
and protein carbonyl analyses. Total protein concentration was determined as described above. 
 
 
 
 
 Thiobarbituric acid reactive substances assay 
 
 
 
The OXItek TBARS assay kit (ZeptoMetrix Corporation) was used to assess lipid 
peroxidation in liver slices. A standard curve was prepared by diluting the malondialdehyde 
(MDA) standard 1:10 in MDA diluent and a series of 8 standards was prepared (10, 5, 4, 3, 2, 
1, 0·5, 0 nmol MDA/ml). Thereafter, 40 µl of a SDS solution were added to 40 µl of standard 
or supernatant from liver homogenates (see above). One ml of thiobarbituric acid 
(TBA)/buffer reagent was added to each tube and briefly vortexed. Samples were incubated 
for 60 min in a water bath set at 95°C to allow colour development and further cooled on ice 
for 10 min. For standard curve, 200 µl of the reaction mixture were immediately transferred to 
96-well black microplates and fluorescence was monitored with excitation set at 530 nm and 
emission at 550 nm. For higher sensitivity, the reaction product (for samples) was extracted 
with an equivalent volume of 1-butanol (Sigma-Aldrich) and vigorously vortex shaken. The 
MDA-TBA containing supernatant was then transferred to 12 x 75 mm glass tubes and 
completely evaporated overnight using a vacuum concentrator (Labconco). The MDA-TBA 
reaction product was resuspended in 250 µl of ddH2O and 200 µl of this solution were 
transferred to 96-well black microplates to measure MDA equivalents by fluorescence as 
described above. Results (duplicates) were multiplied by the concentration factor and 
expressed as nanomole of MDA per milligram of protein.   
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 Protein carbonyl assay 
 
 
 
Protein carbonyls were analyzed spectrophotometrically using the Cell Biolab’s OxiSelectTM 
Protein Carbonyl ELISA Kit (Cell Biolabs, Inc.) following the manufacturer's instructions. 
Duplicate samples of protein (10 μg/ml) and reduced/oxidized BSA standards were allowed to 
adsorb overnight at 4ºC to 96-well protein binding plates and to react with dinitrophenyl 
hydrazine (DNPH). The protein carbonyls present in samples or standards were derivatised to 
dinitrophenyl hydrazone (DNP) and probed with an anti-DNP antibody (1:1000), followed by 
an incubation with HRP conjugated secondary antibodies (1:1000). Absorbance was read at 
450 nm and the protein carbonyl content was determined by comparing absorbance to the 
protein carbonyl BSA standard curve. Results were expressed as nanomole of protein carbonyl 
per milligram of protein. 
 
 
 
 Statistical analyses 
 
 
 
The MIXED procedure of SAS (SAS Institute, Inc., 2002) was used for statistical analyses. A 
one-way ANOVA was first carried out for the FA toxicity assay and comparisons of FA 
treatments with the control (no FA) were performed using a Dunnett adjustment. A one-way 
ANOVA was also used to analyze data related to cellular uptake of FA and all-pairwise 
multiple comparisons applied using a Tukey correction. Liver slices were exposed to eight 
different treatments that were repeated twice for each cow (n = 4 to 5 cows in total). Relative 
mRNA abundance, SOD, TBARS and proteins carbonyls data were analyzed globally for all 
treatments using a one-way ANOVA and comparisons to the control treatment was performed 
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using a Dunnett adjustment. These data were also analyzed separately according to a 2 × 3 
factorial arrangement with ENL (0, 1 or 10 µM) and FA (no added FA or 20 µM-FA4) 
concentrations as the main effects. When a FA x ENL interaction was detected, a separate 
analysis was applied to determine the effect of FA for each level of ENL (SLICE option of the 
LSMEANS statement). Statistical significance was set at P ≤ 0·05 and tendencies at 0·05 ˂ P 
≤ 0·10. 
 
 
 
 3.5.4. Results 
 
 
 
 Integrity and viability assays 
 
 
 
To determine the optimal incubation time for bovine liver tissue cultures, a LDH assay was 
performed. The LDH activity in culture medium remained quite low after 2, 4, 6, and 8 h of 
incubation (Fig. 5(a)), with estimated cell death percentages ranging from 7·4% to 7·7%. After 
10 and 12 h of incubation, a slight increase in cell death percentage was observed (12·9% and 
13·5%, respectively). After 24, 48, and 72 h of incubation, there was an important loss of 
bovine liver tissue integrity as demonstrated by cell death percentages of 61·3%, 67·9% and 
84·1%, respectively. These results indicate that cellular integrity is maintained for 12 h when 
liver slices are incubated in six-well plates under conditions of the present experiment. The 
optimal incubation time was also determined by measuring the ATP content in liver tissue. 
Bovine liver slices remained viable up to 10 h and longer incubation periods (12 and 24 h) 
resulted in ATP content values similar to those observed in negative controls (Fig. 5(b)). The 
lower ATP content value observed at 0 h is probably due to the fact that ice cold bovine liver 
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slices were unable to recover their full ATP activity potential. Based on the LDH and ATP 
assays (Fig. 5), it was decided to use a 10 h incubation period for all experiments presented in 
this study. 
 
Fig. 5. Lactate dehydrogenase (LDH) leakage (a) and ATP content (b) of bovine liver slices 
according to different incubation intervals. Liver slices were incubated without treatment for 
72 h for LDH assay and 24 h for ATP assay. For the LDH assay, values represent the mean ± 
SEM of experimental triplicates, one slice per well and are expressed as a percentage of cell 
death according to the equation: % cell death = (extracellular LDH/total LDH) x 100. For the 
ATP assay, negative controls (dotted line) were prepared by heating the slices 10 min at 75°C 
before being incubated. Values are expressed as the mean ± SEM of experimental triplicate, 
one slice per well and are presented as picomole of ATP per µg of protein. 
  
(a) 
(b) 
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Cytotoxicity assay 
 
 
 
The LDH activity assay was also used to determine whether exposure to different FA 
concentrations could have cytotoxic effects on bovine liver slices after a 10 h incubation 
period. Cummings et al.
(32)
 previously recommended that control values for percent LDH 
release should be < 10%, which is the case in the current study with cell death percentages 
below 10% for control (0 µM LA and 0 µM ALA; Fig. 6). Statistical analyses showed that the 
addition of 500 µM of LA (Fig. 6(a)) and 500 µM of ALA (Fig. 6(b)) increased cell death 
percentage (P < 0·01) when compared with the control. The addition of 300 µM ALA in 
culture media also increased (P < 0·01) cell death percentage when compared with the control 
treatment. Even though a significant difference was observed between 0 and 300 µM of ALA, 
cell death percentage was only 6·6% after subtracting the 0 µM control value. Therefore, the 
300 µM FA concentration was selected for both LA and ALA to ensure that enough FA was 
delivered to liver slices while maintaining low cell death percentages. 
 
 
 
 Cellular uptake of fatty acids  
 
 
 
To ensure that culture conditions enable FA present in the medium to penetrate liver cells, a 
GC-MS analysis was performed. Liver tissue slices were incubated for 10 h under the same 
conditions mentioned above and with 300 µM total FA (LA or ALA). When 300 µM of LA 
were added to the culture medium (Fig. 7(a)), the LA concentration in liver tissue increased 
from 2·61±0·31 µg/mg of tissue for the control with no added FA to 5·11±0·15 µg/mg of 
tissue for the one exposed to LA (P < 0·01), and ALA concentration was similar for both 
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treatments. Incubation of liver slices with 300 µM of ALA (Fig. 7(b)) increased ALA 
concentration from 0·29±0·07 µg/mg for the control with no added FA to 3·16±0·16 µg/mg of 
tissue (P < 0·01), and there was no difference in LA concentration. These results showed that 
a 10 h incubation period was sufficient to allow penetration of FA (300 µM LA or ALA) in 
liver tissue.  
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Fig. 6. Integrity of bovine liver slices after 10 h of exposure to different concentrations of 
linoleic acid (LA; (a)) or α-linolenic acid (ALA; (b)). Bars represent the least square means of 
lactate dehydrogenase (LDH) activity in culture medium, expressed as a percentage of dead 
cells ((extracellular LDH/total LDH) x 100) with SEM. Experiments were repeated six times, 
one slice per well. *** P < 0·01, compared with the control. 
(b) 
(a) 
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Fig. 7. Linoleic acid (LA) and α-linolenic acid (ALA) concentrations in bovine liver slices 
exposed to 300 µM of LA (a) and 300 µM of ALA (b). Bovine liver slices were collected after 
10 h of incubation and FA quantified by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). 
Negative controls were incubated without additional FA and are indicated by light grey shaded 
bars. Dark grey bars correspond to liver slices exposed to LA or ALA. Values represent the LS 
mean of triplicates, one slice per well, with SEM and are expressed as µg of FA per mg of dry 
tissue weight. *** P ˂ 0·01, compared with the control. 
(a) 
(b) 
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 Effects of different fatty acid ratios and enterolactone on the relative mRNA 
 abundance of selected genes in bovine liver slices 
 
 
 
To determine which flaxseed component (flax oil (n-3), lignans (ENL) or both) affect the liver 
mRNA abundance of studied genes, different n-6:n-3 FA ratios and ENL concentrations were 
assayed in our PCLS tissue culture model. The global analysis of the relative mRNA 
abundance data of all treatments revealed an overall treatment effect (P ˂ 0·05) for the cluster 
of differentiation 36 (CD36), fatty acid synthase (FASN), MXL interacting protein like 
(MLXIPL), prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (PTGS2) and stearoyl-CoA desaturase 
(SCD) genes, and a trend (P ˂ 0·10) for acetyl-CoA carboxylase α (ACACA) and superoxide 
dismutase 2 (SOD2) genes (results not shown). There was no overall treatment effect for the 
other tested genes. Each treatment was then compared with the control (Fig. 8). The addition 
of 1 µM ENL (E1) to the culture media increased the mRNA abundance of FASN and SCD 
genes (P < 0·05) and decreased the transcript abundance of CD36 (tendency, P = 0·053) when 
compared with the control. When the liver tissue was treated with 10 µM ENL (E10), the 
mRNA abundance of MLXIPL (P < 0·01), serum amyloid A3 (SAA3) (tendency, P = 0·060), 
SCD (tendency, P = 0·055) and SOD2 (P < 0·05) genes was higher and that of CD36 (P < 
0·05) gene was lower than levels observed in control. The mRNA abundance of ACACA was 
decreased with the E10FA4 treatment when compared with the control (tendency, P = 0·062) 
and a similar decrease was observed for the CD36 gene with the E1FA4 treatment (P < 0·05). 
The FA4 and FA15 treatments tended (P = 0·066 and 0·053, respectively) to increase SOD1 
mRNA abundance when compared with the control.   
 
 
73 
 
Table 3 presents the significant results on the effect of ENL, alone or in combination with 
FA4, for the selected genes. The addition of ENL to culture media decreased the mRNA 
expression of CD36 (P < 0·01) gene, whereas it increased the transcript abundance of FASN 
(tendency, P = 0·064) and SCD (P < 0·05). There was a FA effect on the expression of several 
studied genes. Indeed, the presence of FA (FA4 ratio) in culture media decreased the mRNA 
abundance of ACACA (P < 0·05), FASN (P < 0·01), glutathione peroxidase 4 (GPX4) (P = 
0·05), SCD (tendency, P = 0·099) and sterol regulatory element binding transcription factor 1 
(SREBF1) (tendency, P = 0·073) genes in liver tissue. On the opposite, the addition of FA 
(FA4 ratio) increased the mRNA abundance of NAD(P)H dehydrogenase quinone 1 (NQO1) 
(tendency, P = 0·081), peroxiredoxin 3 (PRDX3) (P < 0·05), PTGS2 (P < 0·05) and SOD1 
(tendency, P = 0·070) genes. There was a FA by ENL interaction for MLXIPL (P = 0·01) and 
SOD2 (P < 0·05) genes. When FA was omitted, the addition of 1 µM or 10 µM of ENL 
increased the MLXIPL mRNA abundance (P = 0·060 for 1 µM; P < 0·01 for 10 µM), whereas 
this effect disappeared when FA (FA4 ratio) was added with ENL. A similar result was 
observed for the SOD2 gene, with higher mRNA abundance values observed when 10 µM of 
ENL (but not 1 µM of ENL) was added alone to culture media (P < 0·05) and, this effect was 
lost with the further addition of FA.    
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Fig. 8. Relative mRNA abundance of ACACA, CD36, FASN, MLXIPL (a) and SAA3, SCD, 
SOD1, SOD2 (b) in bovine liver slices exposed to different treatments. CTR ( ), control 
without FA and ENL; FA4 ( ), 240 µM LA + 60 µM ALA; FA15 ( ), 281·25 µM LA + 
18·75 µM ALA; FA25 ( ), 288·45 µM LA + 11·55 µM ALA; E1 ( ), 1 µM ENL; E10 ( ), 
10 µM ENL; E1FA4 ( ), 1 µM ENL + FA4; E10FA4 ( ), 10 µM ENL + FA4. Bars represent 
the LS means of relative mRNA abundance (in duplicate) with SEM max (n = 5 cows). *P < 
0·10, **P ˂ 0·05 and *** P < 0·01, compared with the control. 
(a) 
(b) 
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Table 3. Effects of enterolactone with or without fatty acids (LA:ALA ratio 4:1) on the mRNA abundance of studied genes in bovine 
precision-cut liver slices‡ 
 
 Treatments   
 No FA  FA4  P 
Genes E0 E1 E10  E0 E1 E10 SEM ENL FA ENL×FA 
ACACA 1·027 1·037 0·975  0·861 0·886 0·789 0·203 0·555 0·013 0·974 
CD36 0·843 0·663 0·633  0·736 0·647 0·704 0·185 0·007 0·606 0·122 
FASN 0·808 1·066 0·996  0·713 0·844 0·728 0·164 0·064 0·006 0·522 
GPX4 0·973 0·978 1·064  0·920 0·920 0·911 0·168 0·684 0·050 0·571 
MLXIPL 0·626 0·829 0·985  0·684 0·648 0·606 0·151 0·112 0·004 0·010 
NQO1 0·895 0·926 0·890  0·972 0·993 0·935 0·116 0·547 0·081 0·927 
PRDX3 0·697 0·742 0·706  0·772 0·780 0·752 0·115 0·550 0·047 0·826 
PTGS2 0·602 0·646 0·502  0·759 0·683 0·681 0·136 0·302 0·018 0·458 
SCD 0·523 0·865 0·837  0·586 0·701 0·595 0·182 0·029 0·099 0·169 
SOD1 0·796 0·865 0·823  0·898 0·871 0·858 0·088 0·656 0·070 0·293 
SOD2 0·493 0·667 0·759  0·580 0·569 0·498 0·136 0·332 0·107 0·049 
SREBF1 0·918 0·968 0·868  0·822 0·862 0·779 0·213 0·366 0·073 0·990 
FA, fatty acids; ENL, enterolactone; FA4, 240 µM LA + 60 µM ALA; E0, ENL 0 µM; E1, ENL 1 µM; E10, ENL 10 µM; ACACA, acetyl-
CoA carboxylase α; CD36, cluster of differentiation 36; FASN, fatty acid synthase; GPX4, glutathione peroxidase 4; MLXIPL, MLX 
interacting protein like; NQO1, NAD(P)H dehydrogenase quinone 1; PRDX3, peroxiredoxin 3; PTGS2, prostaglandin-endoperoxide 
synthase 2; SCD, stearoyl-CoA desaturase; SOD1, superoxide dismutase 1; SOD2, superoxide dismutase 2; SREBF1, sterol regulatory 
element binding transcription factor 1. 
 
‡ Results represent LS mean values with SEM max of relative mRNA abundance in precision-cut liver slices culture performed in 
duplicate and from five cows. Results were compared with a 3 × 2 factorial arrangement. 
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Superoxide dismutase activity 
 
 
 
There was a global treatment effect on SOD activity (P ˂ 0·01; results not shown). When 
treatments were compared with the control, a significant increase in SOD activity was 
observed for the FA4 treatment (P ˂ 0·05), whereas the FA15 treatment tended to increase (P 
= 0·099) SOD activity (Fig. 9(a)). The SOD activity did not differ when other treatments were 
compared to the control. When data were analysed according to a 2 × 3 factorial arrangement, 
a FA by ENL interaction (P = 0·001) was observed for SOD activity (Fig. 10(a)); the addition 
of FA (FA4) to culture media increased SOD activity (P < 0·05) in the absence of ENL, 
whereas the addition of ENL (1 µM) to FA (FA4) resulted in SOD activities similar to control 
values. The addition of ENL (10 µM) to FA (FA4) decreased the SOD activity, when 
compared with the E10FA0 treatment. 
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Fig. 9. Superoxide dismutase (SOD; (a)) activity and thiobarbituric reactive substances 
concentrations (TBARS; (b)) in bovine liver slices after 10 h of exposure to 8 different 
treatments. CTR, control without FA and ENL; FA4, 240 µM LA + 60 µM ALA; FA15, 
281·25 µM LA + 18·75 µM ALA; FA25, 288·45 µM LA + 11·55 µM ALA; E1, 1 µM ENL; 
E1FA4, 1 µM ENL + FA4; E10, 10 µM ENL; E10FA4, 10 µM ENL + FA4. For figure 9(a), 
bars represent LS means of SOD activity (in duplicate) with SEM max (n = 5 cows) expressed 
as Units per mg of protein. For figure 9(b), bars represent LS means of TBARS (in duplicate) 
with SEM max (n = 5 cows) expressed as nmol MDA per mg of protein. *P < 0·1, **P ˂ 0·05 
and *** P ˂ 0·01, compared with the control. 
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Fig. 10. Interactions between fatty acids (FA4) and enterolactone (ENL) treatments for 
superoxide dismutase (SOD; (a)) activity and thiobarbituric reactive substances 
concentrations (TBARS; (b)). Treatments: E0, 0 µM ENL; E1, 1 µM ENL; E10, 10 µM ENL. 
For figure 10(a), values represent LS means of SOD activity (in duplicate) ± SEM max (n = 5 
cows) expressed as Units per mg of protein. For figure 10(b), bars represent LS means of 
TBARS (in duplicate) with SEM max (n = 5 cows) expressed as nmol MDA per mg of 
protein. Dotted lines: fatty acids omitted; Solid lines: addition of fatty acids (FA4). **P ˂ 
0·05 and *** P < 0·01.   
  
(a) 
(b) 
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 Thiobarbituric acid reactive substances and protein carbonyl assays 
 
 
 
There was a global treatment effect (P ˂ 0·001) on TBARS concentrations (results not 
shown). When values were compared with the control, a significant increase in TBARS 
concentrations was found for FA4 (P ˂ 0·01), FA15 (P ˂ 0·05) and FA25 (P ˂ 0·05) 
treatments (Fig. 9(b)). The TBARS concentrations observed for the E1, E1F4, E10 and 
E10FA4 treatments were similar to those found in the control (Fig. 9(b)). There was a FA by 
ENL interaction (P < 0·05) for TBARs values (Fig. 10(b)) when analysing data according to a 
2 × 3 factorial arrangement. When ENL was omitted from the culture medium (E0), the 
addition of FA (FA4) significantly increased (P < 0·01) the concentration of TBARS in liver 
tissue as compared with the control treatment with no ENL and no FA, and this difference 
disappeared when 1 µM or 10 µM of ENL were added to FA (FA4). There was no treatment 
effect for protein carbonyl concentrations in bovine liver slices. 
 
 
 
 3.5.5. Discussion 
 
 
 
In dairy cows, important metabolic changes occur during the transition period, more 
particularly in early lactation when animals experience NEB
(33)
. This NEB alters many 
biochemical pathways in the liver
(34)
 and is associated with an increased risk of developing 
systemic inflammation, metabolic stress and immune dysfunction in high-producing dairy 
cows
(6, 35). To meet the cow’s energy requirements during periods of NEB, fat reserves in 
adipose tissues are first mobilized and NEFAs are released into the bloodstream
(2)
. The liver 
then becomes the most important tissue in assuring NEFAs oxidation and restoring the 
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metabolic homeostasis during this critical period. Adding fat or oil as energy substrates to the 
cow’s diet may contribute to prevent the negative outcomes associated with the NEB in early 
lactation. For example, supplementing multiparous Holstein cows with 10% whole flaxseed 
(rich in n-3 FA) reduce NEB in early lactation when compared with cows receiving Energy 
Booster
®
 (rich in saturated FA)
(8)
, and this was associated with reduced plasma NEFAs, 
decreased concentrations of TAG and total lipids in liver and lower incidence of hepatic 
steatosis
(8)
. Previous studies have also reported that flaxseed components (e.g. n-3 FA, lignans 
or both) can modulate the expression of lipogenic
(19)
 and antioxidant
(16)
 genes in the mammary 
tissue of dairy cows, however this has never been investigated in hepatic tissue. The current 
study was undertaken to better characterize the effects of flaxseed components on markers of 
oxidative stress, inflammation and lipid metabolisms in the liver tissue of high producing dairy 
cows. An in-vitro PCLS model was chosen for this study as all hepatic cell types are 
represented and cell-cell and cell-matrix interactions maintained. Our results clearly showed 
that a 10 h incubation period is sufficient to allow PUFAs absorption in liver tissue slices and 
that the addition of 300 µM of LA or ALA to the culture media resulted in low cytoxicity. As 
observed in the current study, loss of cell integrity has been previously reported for incubation 
periods exceeding 10 h for bovine and deer precision-cut liver slice cultures
(36)
. In accordance 
with our results, Kaur et al.
(37)
 previously demonstrated that a short-term incubation period (8 
h) of FAO hepatoma cells was sufficient to incorporate 50 µM of eicosapentaenoic acid 
(EPA), docosahexaenoic acid (DHA) and docosapentaenoic acid (DPA) into phospholipids 
and to down-regulate SREBF1, FASN and ACACA transcript abundance
(37)
. 
 
 
 
The selection of genes for qPCR analyses was based on previous investigations demonstrating 
their roles in lipid metabolism, oxidative stress and inflammatory processes in the liver of 
dairy cows during the transition period
(27, 34, 35)
. Among these genes, major transcription 
factors such as MLXIPL, PPARA and SREBF1 and some of their target genes were prioritized. 
When analysing data according to a 2 × 3 factorial arrangement, results indicated that the 
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addition of PUFAs (ratio FA4) to the culture media reduced the mRNA abundance of the 
lipogenic transcription factor SREBF1 and its downstream target genes ACACA, FASN and 
SCD, suggesting lower lipogenic activity. The SREBF1, also known as SREBP-1c, is a 
transcription factor that regulates the expression of genes involved in fatty acid and cholesterol 
metabolism
(38)
. This transcription factor is activated by insulin in rat hepatocytes and its 
overexpression causes fat accumulation in the mice liver
(39)
. In accordance with our results, it 
has been shown that the expression of SREBF1 transcript is reduced in the liver of mice fed 
high concentrations of PUFAs
(40)
. Moreover, an in vitro study demonstrated that SREBF1 gene 
silencing decreases lipid synthesis and TAG content in bovine hepatocytes
(41)
. Our results 
suggest that supplementing cows with PUFAs during the transition period may result in 
decreased hepatic lipogenic activity mediated though a downregulation of SREBF1 gene 
expression along with its downstream lipogenic genes.  
  
 
 
The MLXIPL transcription factor, also known as glucose-signaling transcription factor 
carbohydrate response element-binding protein (ChREBP), is activated by glucose and highly 
expressed in insulin sensitive tissues such as the liver, adipose tissue and muscle
(42)
. In the 
liver, it is estimated that MLXIPL contributes to about half of the de novo lipogenesis
(43)
. 
MLXIPL deficiency decreases lipogenesis in the mouse liver and reduces liver TAG 
concentration and the occurrence of fatty liver syndrome
(44)
. Using a mouse primary 
hepatocyte cell culture model, Dentin et al.
(45)
 clearly demonstrated that the addition of LA, 
EPA and DHA decreases the expression of MLXIPL, SREBF1 and FAS genes in cells exposed 
to high concentrations of glucose and insulin. These authors also reported that the observed 
effects of PUFAs on lipogenic gene expression resulted from the suppression of MLXIPL 
nuclear translocation in mouse hepatocytes. In our study, MLXIPL gene expression increased 
with the addition of ENL in culture media, but this effect was suppressed when FA (FA4 ratio) 
was combined with ENL. An increase in the mRNA abundance of MLXIPL downstream 
lipogenic genes, FASN and SCD, was also observed with the addition of ENL. This agrees 
 
 
82 
 
with the increase in FASN and SCD transcript abundance that has been previously observed in 
the mammary tissue of dairy cows supplemented with flax hulls, a rich source of plant 
lignans
(19)
. Our results suggest that supplementing early lactating cows with ENL or with diets 
rich in flax lignans may exacerbate the risk of developing fatty liver although the addition of 
PUFAs may alleviate this risk.   
   
 
 
The membrane bound CD36 protein, also known as fatty acid translocase (FAT), is involved 
in the translocation of long-chain FA in the liver
(46)
 and its gene expression is positively 
related to liver fat content in humans
(47)
. The relative mRNA abundance of CD36 was greater 
in the liver of dairy cows injected with recombinant bovine tumor necrosis factor-α (TNFα) 
than in those not injected, which promoted fatty liver development
(48)
. Higher hepatic CD36 
protein expression was also reported in obese dairy cows that developed fatty liver
(49)
.The 
lower CD36 transcript levels observed with the addition of ENL agrees with the results of 
several studies on plants polyphenols. For example, the addition of high concentrations of 
curcumin to human hepatoma cells HepG2 reduced the mRNA abundance of CD36
(50)
. In rats 
fed a high-fat-high-sucrose diet, a reduction in CD36 gene and protein expression was also 
observed in the skeletal muscle, when rats were treated with grape polyphenol extracts
(51)
. 
Using a primary rat enterocyte cell culture model, Qin et al.
(52)
 observed a reduction in CD36 
mRNA levels when treating cells with cinnamon polyphenols. Altogether, these results 
suggest that plant polyphenols such as ENL may contribute to reduce gene expression of 
CD36 in the cow liver, which may decrease hepatic lipid accumulation. In a recent paper, 
Akbar et al.
(53)
 observed lower hepatic CD36 gene expression in cows that were supplemented 
with fish oil, thus suggesting a possible role of PUFAs on long-chain FA transport. However, 
CD36 mRNA abundance in PCLS was not affected by PUFAs in the current study. The 
different types of PUFAs used in Akbar’ study (rich in EPA and DHA) and in this study (ALA 
and LA) may account for some of the observed discrepancies.    
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During the transition period, dairy cows experience important metabolic changes associated 
with increased oxidative stress conditions
(54)
. Oxidative damage can be prevented by the host 
antioxidant defense system, which include antioxidant enzymes such as SOD and GPX, or by 
antioxidants provided by the diet. In the current study, the addition of PUFAs to PCLS culture 
media increased cellular lipid peroxidation and the addition of ENL was effective in 
preventing lipid peroxidation promoted by PUFAs. Higher plasma lipid peroxidation has been 
observed in dairy cows supplemented with extruded linseeds (rich in n-3 PUFAs) and plant 
extracts rich in polyphenols protected them against lipid peroxidation
(11)
. Plasma and liver 
peroxidation were also decreased in dairy cows that were supplemented with polyphenol rich 
chestnut tannins
(55)
. The observed beneficial effect of ENL on hepatic lipid peroxidation may 
be related to its hydroxyl and peroxyl radical scavenging activities
(14)
. Superoxide dismutase 
activity results further suggest that a decrease in cellular oxidative stress conditions as a result 
of ENL supplementation may lower the requirement for endogenous antioxidants. Indeed, 
higher SOD activity values were obtained with the addition of PUFAs to culture media, 
whereas the addition of ENL to PUFAS (FA4) resulted in SOD activities similar to those 
observed in the control. A similar effect was found for SOD1 mRNA abundance, with 
increased gene expression in liver tissue exposed to PUFAs and expression levels similar to 
control values when ENL was added with PUFAs (FA4). The reason why this is only observed 
for SOD1 transcript abundance, and not for SOD2, remains to be determined. However, one 
might hypothesize that a reduction in cellular hydroxyl and peroxyl radicals induced by ENL 
would reduce activation of the redox-sensitive transcription factor Nrf2, which is encoded by 
the NFE2L2 gene. Nrf2 is located in the cytoplasm and in conditions of oxidative stress is 
translocated into the nucleus where it binds to antioxidant response elements (ARE) located in 
promoter regions of several target genes
(56)
. The presence of an ARE in the SOD1 promoter 
but not in SOD2
(57)
 may explain the different mRNA abundance profiles observed in the 
current study. Although the NFE2L2 transcript abundance was not affected by treatments in 
PCLS, this does not rule out the possibility of a treatment effect on Nrf2 translocation in the 
nucleus. Therefore, additional experiments are needed to determine whether PUFAs and/or 
ENL can affect Nrf2 translocation activity in the liver. In addition to SOD1, the mRNA 
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abundance of three other Nrf2 target genes (NQO1, PTGS2 and PRDX3)
(58, 59)
 was increased 
with the addition of PUFAs (FA4) to the culture media. The NQO1 gene encodes for a 
NAD(P)H-dependent quinone reductase, which catalyzes two electron reduction reactions of 
several substrates, including the quinones
(60)
. Under oxidative stress, the expression of this 
phase II detoxifying enzyme increases to prevent the formation of free radicals and protect 
cells against oxidative damage. The NQO1 mRNA abundance is highly increased in hepatic 
tissue of dairy cows in early lactation (weeks 1 and 5 postpartum), a period associated with 
greater oxidative stress
(35)
. In accordance with results from the current study, van Beelen et 
al.
(61)
 observed an increase in NQO1 mRNA abundance when n-3 PUFAs (EPA and DHA) 
were added to a mouse Hepa-1C1c7 hepatocyte cell line. Interestingly, these authors also 
demonstrated that the oxidation of n-3 PUFAs is needed to induce the expression of ARE-
regulated genes, a result consistent with our observation of simultaneous increases of 
oxidative damage to lipids (TBARs) and NQO1 mRNA abundance with the addition of 
PUFAs (FA4). Increased TBARs formation and PTGS2 protein abundance were observed in 
the liver of mice fed a high-fat diet
(62)
. Similar effects on TBARs and PTGS2 mRNA 
abundance were observed when PUFAs (FA4) were added to PCLS culture media. The 
induction of PTGS2 transcript abundance by PUFAs is not limited to liver tissue as we have 
previously reported a similar increase in PTGS2 gene expression in bovine endometrial 
stromal cell cultures
(63)
. Observed effects of PUFAs on PTGS2 mRNA abundance may also be 
related to inflammatory processes since the cyclooxygenase-2 (COX-2) protein, the product of 
the PTGS2 gene, is a primary target of nonsteroidal inflammatory drugs (NSAIDs) and PTGS2 
gene expression is known to be activated by pro-inflammatory cytokines
(64)
. However, results 
from this study rather suggest that the addition of PUFAs to bovine liver tissue slices had 
limited effect on inflammatory processes as HP and SAA3 gene expression, two positive acute 
phase proteins that are upregulated with increased inflammation, were not affected by PUFAs 
treatments. Peroxiredoxin 3 (PRDX3) is a thioredoxin dependent peroxidase that is 
ubiquitously expressed in bovine tissues
(65)
 and located in the mitochondria, where up to 90% 
of the cellular production of ROS occurs
(66)
. This peroxidase acts as a key regulator of 
intracellular H2O2
(67)
 and, as previously reported for other PRDX family members, it may also 
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play roles in cell proliferation and differentiation and prevention of apoptosis
(68)
. The addition 
of DHA to murine hippocampal HT22 cells increases the levels of lipid peroxides and PRDX3 
gene expression by 30%, whereas ARA has no effect
(69)
. In agreement with these results, the 
addition of PUFAs (FA4) to bovine liver tissue slices increased damages to lipids and PRDX3 
transcript levels. The reasons why PRDX4, a known Nrf2 target gene, was not affected by 
PUFAs are unclear.  
 
 
 
Glutathione peroxidase 4 (GPX4) is unique among members of the glutathione peroxidase 
family as it can directly reduce hydroperoxides in complex lipids such as phospholipids and 
cholesterol
(70)
. Inactivation of GPX4 is lethal for mice embryos, whereas transgenic mice 
overexpressing GPX4 present reduced liver damages and lipid peroxidation after exposure to 
pro-oxidants
(71)
. Higher lipid peroxidation with the addition of PUFAs (FA4) to PCLS was 
expected to increase GPX4 mRNA abundance, however lower abundance was observed. 
Lower GPX1 and GPX3 mRNA abundance was also observed in the mammary gland of dairy 
cows supplemented with flax oil, but there was no effect on GPX activity
(16)
. Using a human 
umbilical vein endothelial cells (HUVEC) model, Sneddon et al.
(72)
 previously demonstrated 
that DHA (n-3) increases GPX4 mRNA abundance, whereas ARA (n-6) has no effect. In the 
same study, GPX4 activity decreased with the addition of DHA, thus suggesting a potential 
posttranslational regulation induced by n-3 FA. A decrease in GPX activity and an increase in 
lipid peroxidation were also observed in the liver of rats supplemented with flax oil or fish 
oil
(73)
. 
 
 
 
In the present study, oxidative damages to proteins were also investigated by measuring 
protein carbonyl levels. Protein carbonyl compounds can be formed through different 
mechanisms such as lipid-derived ROS
(74)
. Since the addition of PUFAs (ratios FA4, FA15 
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and FA25) to PCLS culture media increased lipid peroxidation, an increase in protein 
carbonyls was expected. However, our results showed that protein carbonyls were not affected 
by the addition of PUFAs. The 10 h incubation period used in this study may be enough to 
detect damages to lipids but not to proteins as accumulating evidences suggest that lipid 
oxidation progress faster than protein oxidation
(74, 75)
. Further work is needed to confirm this 
hypothesis. 
 
 
 
In conclusion, results from this study suggest that the addition of ALA (n-3) and LA (n-6) 
PUFAs to bovine liver slice cultures increases oxidative damage to lipids and that this effect 
can be alleviated with the addition of the mammalian lignan enterolactone. Simultaneous 
increases in lipid peroxidation and transcript abundance of Nrf2 target genes SOD1, NQO1, 
PTGS2 and PRDX3 with the addition of PUFAs further suggest an increase in oxidative stress 
promoted by PUFAs. Our results also suggest that the addition of PUFAs to PCLS decreases 
liver lipogenic activity as demonstrated by lower expression levels of the transcription factor 
SREBF1 and its lipogenic target genes ACACA, FASN and SCD. Conversely, enterolactone 
increased the expression of lipogenic genes MLXIPL, FASN and SCD, thus suggesting that 
supplementing flax lignans alone to early lactating cows could exacerbate triglycerides 
accumulation in the liver. Collectively, these results suggest that supplementing cows with 
flaxseed would decrease liver lipogenic activity owing to the presence of PUFAs, and that flax 
lignans are needed to prevent oxidative damages to the liver.   
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CHAPITRE 4 
 
DISCUSSION ET CONCLUSION 
 
 
 
La vache laitière subit des changements métaboliques importants pendant la période de 
transition couvrant la fin de la gestation et les premières semaines de lactation. Cette période 
est caractérisée par une diminution de la prise alimentaire et une forte augmentation des 
besoins nutritionnels afin de répondre à la production laitière et au maintien de l’animal. Les 
vaches se retrouvent donc en déficit énergétique et vont puiser dans leurs réserves afin de 
combler leurs besoins en énergie (Drackley, 1999). Afin de prévenir une trop grande 
mobilisation d’énergie, l’ajout de suppléments lipidiques dans la ration de la vache laitière en 
période de transition aide à prévenir certains problèmes de santé fréquemment observés au 
début de la lactation. Par exemple, une étude de Petit et al., (2007) a démontré que la graine de 
lin entière (riche en AGPIs) pouvait aider à combler les besoins énergétiques pendant la 
période de transition et diminuer le risque de stéatose hépatique chez la vache laitière. 
Cependant, cette étude ne démontre pas quelle composante de la graine de lin (AGPIs, lignans 
ou les deux) serait responsable de ces effets bénéfiques. 
 
 
 
Dans le cadre de ce projet de maîtrise, un modèle in vitro de culture de tissu hépatique en 
tranches minces a été choisi puisqu’il permet d’étudier les effets des différents traitements sur 
tous les types cellulaires présents au niveau du foie et de conserver les interactions cellules-
cellules et cellules-matrice. Ce modèle in vitro permet aussi d’isoler les effets provoqués par 
les AGPIs (ALA et LA), l’ENL (lignan) ou la combinaison des AGPIs et de l’ENL sur les 
tissus hépatiques. De plus, ce modèle De plus, l’utilisation d’un microtome à lame vibrante 
assure une constance dans l’épaisseur et le diamètre des tranches de tissu hépatique produites, 
permettant une meilleure reproductibilité des résultats (Zimmermann et al., 2009). Dans un 
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premier temps, certains paramètres du modèle de culture ont été mis au point afin d’établir le 
temps d’incubation optimal et la concentration totale d’AGPIs pouvant être ajoutée au milieu 
de culture sans provoquer un effet de toxicité. Les analyses de l’enzyme LDH dans le milieu 
de culture et de l’ATP dans le tissu hépatique ont permis de fixer le temps d’incubation à 10 
heures et de déterminer qu’une concentration maximale de 300 µM d’AGPIs pouvait être 
ajoutée au milieu de culture. Les résultats des analyses en GC-MS ont ensuite permis de 
confirmer que les AGPIs étaient bel et bien absorbés par le tissu hépatique dans les conditions 
expérimentales préalablement établies. Les données d’optimisation du modèle de culture 
concordent avec les paramètres utilisés dans d’autres études ayant utilisé des tranches minces 
de tissus hépatiques en culture in vitro (Sivapathasundaram et al., 2004; Rijk et al., 2012). Ce 
modèle in vitro de culture de tissu hépatique pourrait éventuellement être utilisé pour étudier 
l’effet de divers nutriments ou la toxicité de différentes molécules et produits.   
 
 
 
Le premier objectif de ce projet de maîtrise était de déterminer, à l’aide d’un modèle de 
culture in vitro de tissu hépatique en tranches minces, les effets de différents ratios d’AGPIs n-
6/n-3 (LA/ALA), en présence ou non d’ENL, sur l’expression de certains gènes impliqués 
dans le métabolisme des lipides, le stress oxydatif et les phénomènes inflammatoires chez la 
vache laitière en période de transition. Parmi ces gènes, certains régulateurs transcriptionnels 
de l’activité lipogénique et leurs gènes cibles ont été sélectionnés en se référant à diverses 
études antérieures (Gessner et al., 2013; Loor et al., 2007; McCarthy et al., 2010). En premier 
lieu, l’addition d’AGPIs dans le milieu de culture a réduit l’expression génique du facteur de 
transcription SREBF1 et certains de ses gènes cibles (ACACA, FASN et SCD), ce qui suggère 
une diminution de l’activité lipogénique dans le tissu hépatique. Ces résultats concordent avec 
une étude antérieure où une réduction de l’expression du facteur de transcription lipogénique 
SREBF1 a été observée dans le foie de souris ayant reçu une diète riche en AGPIs (Nakatani et 
al., 2003). Puisque l'inactivation de SREBF1 diminue la synthèse des lipides et la teneur en 
TG des hépatocytes bovins (Deng et al., 2014), la diminution de l’expression du gène SREBF1 
et de ses gènes cibles en présence d’AGPIs pourrait avoir les mêmes effets sur le foie de la 
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vache laitière en début de lactation. À l’opposé, l’ajout d’ENL dans le milieu de culture (sans 
AGPIs) entraîne une augmentation de l’activité lipogénique, tel que démontré par 
l’augmentation de l’expression du facteur de transcription lipogénique MLXIPL et de deux 
gènes cibles, FASN et SCD. Ces résultats concordent avec l’augmentation de l’abondance des 
transcrits de FASN et SCD observée dans la glande mammaire de vaches supplémentées au 
tourteau de lin (riche en lignans) (Palin et al., 2014). Ces résultats suggèrent que l’ajout de 
tourteau ou de farine de lin (riche en lignans) pourrait favoriser l’accumulation de TG dans le 
foie de la vache laitière, déjà aux prises avec des problèmes de stéatose hépatique en début de 
lactation. Il a aussi été observé dans ce projet de maîtrise que l’ajout d’ENL dans le milieu de 
culture réduit l’abondance des transcrits de CD36 dans le tissu hépatique. Puisque CD36 est 
impliqué dans la translocation des acides gras à longues chaînes dans le foie (Canbay et al., 
2007) et que différents composés végétaux riches en polyphénols ont la capacité de réduire 
l’expression de CD36 dans divers types cellulaires (Peschel et al., 2007; Aoun et al., 2011; 
Qin et al., 2012), l’ajout de tourteau ou de farine de lin à la ration pourrait tout aussi bien être 
bénéfique en diminuant l’accumulation d’acides gras dans le foie de la vache. Des travaux 
additionnels sont nécessaires afin de mieux caractériser l’effet de l’ENL sur le métabolisme 
lipidique du foie.   
 
 
 
Nos résultats suggèrent également que l’ajout d’AGPIs dans le milieu de culture pourrait 
contribuer à augmenter les dommages oxydatifs au tissu hépatique. Ainsi, une augmentation 
de l’expression de gènes cibles du facteur de transcription Nrf2, soit NQO1, PRDX3, PTGS2 
et SOD1 a été observée suite à l’ajout d’AGPIs. Lorsqu’il y a augmentation du stress oxydatif, 
le facteur de transcription Nrf2 est transloqué vers le noyau où il se lie aux éléments de 
réponse aux antioxydants (ARE) situés dans les régions promotrices de plusieurs gènes 
(Kaspar et al., 2009). Bien que l’expression des gènes cibles de Nrf2 (SOD1, NQO1, PTGS2 et 
PRDX3) augmente avec l’ajout d’AGPIs, aucun effet de traitement n’a été observé pour le 
gène NFEL2L2, lequel code pour Nrf2. Cependant, l’augmentation des dommages oxydatifs 
causée par la présence d’AGPIs pourrait entraîner la translocation de Nrf2 vers le noyau et 
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ainsi activer différents gènes cibles. Des travaux additionnels sont cependant nécessaires pour 
démontrer cette dernière hypothèse.  
 
 
 
Le deuxième objectif de ce projet de maîtrise était d’étudier l’effet des différents ratios 
d’AGPIs n-6/n-3 (LA/ALA), en présence ou non d’ENL, sur les dommages aux lipides et aux 
protéines. Les résultats obtenus pour le dosage des TBARS démontrent que l’ajout d’AGPIs 
(ratios FA4, FA15 et FA25) dans le milieu de culture augmente la peroxydation des lipides 
tissulaires et que l’ajout d’ENL est efficace pour prévenir les dommages oxydatifs causés par 
la présence des AGPIs. Puisqu’une augmentation des dommages aux lipides est observée en 
présence d’AGPIs, une augmentation de la concentration des protéines carbonyles était 
attendue. Cependant, aucun effet de traitement n’a été observé en ce qui concerne les 
dommages aux protéines. Des travaux antérieurs suggèrent que les dommages aux lipides 
surviennent plus rapidement que les dommages aux protéines (Estevez, 2011; Lund et al., 
2007). Il serait donc possible qu’un temps d’incubation de 10 heures soit suffisant pour 
observer la peroxydation des lipides mais insuffisant pour observer les dommages aux 
protéines. Des analyses additionnelles  sont nécessaires afin d’appuyer cette hypothèse.  
 
 
 
Le troisième objectif de ce projet de maîtrise était d’étudier l’effet des différents ratios 
d’AGPIs n-6/n-3 (LA/ALA), en présence ou non d’ENL, sur l’activité enzymatique de la 
SOD. Tel que démontré par les résultats des analyses TBARS, l’augmentation de l’activité 
enzymatique de la SOD avec l’ajout d’AGPIs (ratios FA4 et FA15) suggère également une 
augmentation du stress oxydatif dans le tissu hépatique. Lorsque l’ENL est ajouté aux AGPIs 
(ratio FA4), l’activité de la SOD retourne à des valeurs similaires à celles du traitement  
contrôle. Encore une fois, ces résultats démontrent que l’ajout d’ENL dans le milieu de culture 
contribue à limiter les dommages oxydatifs provoqués par la présence d’AGPIs.   
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En conclusion, les résultats de ce projet de maîtrise démontrent clairement que l’ajout d’acides 
gras polyinsaturés (ALA et LA) au milieu de culture augmente le stress oxydatif (i.e. gènes 
cibles de Nrf2) et les dommages aux lipides (i.e. analyse TBARs) dans le tissu hépatique. De 
plus, l’augmentation de la peroxydation des lipides observée en présence d’AGPIs disparait 
quand l’ENL est ajouté aux AGPIs. Nos résultats suggèrent également que l’addition d’AGPIs 
diminuerait l’activité lipogénique, ce qui pourrait contribuer à prévenir le développement de la 
stéatose hépatique chez la vache laitière. L’effet de l’ENL sur le métabolisme des  lipides est 
moins clair, d’un côté il entraîne une augmentation de l’expression de certains gènes 
lipogéniques tels que FASN, SCD et MLXIPL, et de l’autre il diminue l’expression génique de 
CD36, un gène impliqué dans le transport des AGPIs. Ainsi, des études additionnelles sont 
nécessaires avant de déterminer si l’ajout de tourteau de lin ou de farine de lin (riches en 
lignans) à la ration de la vache laitière peut lui être bénéfique.  Puisque les producteurs laitiers 
cherchent à réduire les coûts d’entretiens et à obtenir de meilleurs rendements, il serait 
avantageux de supplémenter les vaches avec la graine de lin entière pendant la période de 
transition puisque les acides gras polyinsaturés présents dans la graine de lin pourraient 
contribuer à diminuer l’activité lipogénique, alors que la présence de lignans serait nécessaire 
pour prévenir les dommages oxydatifs dans le foie de la vache laitière.  
 
 
 
Suite à ce projet de maîtrise, plusieurs avenues de recherche seraient possibles afin 
d’approfondir les connaissances sur les effets d’une supplémentation alimentaire en graines de 
lin chez la vache laitière en période de transition. De plus, l’établissement du modèle et des 
paramètres de culture de tranches de foie en couches minces, qui ont été réalisés dans le cadre 
de ce projet, permettront de développer de nouvelles expériences afin d’étudier l’effet des 
autres composantes de la graine de lin.  En effet, ce projet de maîtrise était axé sur deux 
composantes principales de la graine de lin, soit les AGPIs et les lignans. Cependant, la graine 
de lin possède plusieurs autres composés biologiquement actifs (ex. polysaccharides 
(mucilage) et protéines) qui pourraient avoir un effet sur le métabolisme des lipides et des 
protéines, sur le stress oxydatif ou encore sur les processus inflammatoires dans le foie de  la 
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vache laitière. De plus, les effets de l’ENL sur le tissu hépatique ne sont pas encore totalement 
élucidés et nécessiteraient une meilleure compréhension. Dans ce projet de maîtrise, nous 
avons ciblé des gènes en particulier selon le rôle rapporté dans diverses études antérieures. Il 
serait également intéressant d’effectuer une étude transcriptomique afin d’identifier, sans à 
priori,  les gènes et les voies métaboliques qui sont modulés en présence des différentes 
composantes de la graine de lin.  
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